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第47回補体シンポジウム参加案内

会場 コラッセふくしま4F・多目的ホール　（福島駅西口）

受付 第1日　　9，月　10日　（金）　12日寺より

コラッセふくしま4F・多目的ホール前にて

参加費　　　一般　　5，000円　　学生　2，000円

懇親会費　　　　　　3，000円

＊いずれも会場受付にてお支払い下さい。

発表方法 全て口頭発表、PCプレゼンテ・・一一一・ションで行います。一般演題は討論を含めて

15分間を予定しています。

PCは集会事務局で用意しますので、　PowerPointで作成したプレゼンテーショ

ンファイル（ファイル名は演題番号＋氏名）をCD－RまたはUSBメモリーにて

お持ち下さい。（CD＝RWおよびDVDによるデ・一一一・タの持ち込みはご遠慮下さい。）

　・事務局で用意するPCと互換ソフトウェアは下記のとおりです。

　　　　　Windows（XP）：PowerPoint2007（2010はサポートしていません）

　　　　　Mac　（OSIO．　5）　：　PowerPoint2008／2004

プログラム進行上持ち込みによるプレゼンテーションは不可とします。動画

を含むなどファイルの互換性に問題が予想される場合は、必ず事前に事務局

までご相談下さい。ファイルの受付は、必ず発表があるセッションが始まる

前までにお済ませ下さい。講演会場である多目的ホール入り口横にプレゼン

テーションファイル受付カウンターがあります。

運営委員会　　第2日　9月11日（土）8：10一一9：00（コラッセふくしま4F・主催者室）

総会 第2日　9月11日（土）13：00一一13：40（コラッセふくしま4F・多目的ホール）

懇親会 第1日　9．月10日　（金）18：30－20：30　『ki－ichigo（きいちご）』

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（コラッセふくしま12F）

優秀賞 一般演題の中で最も優れたプレゼンテーションの演者に「第47回補体シンポ

ジウム優秀賞」を贈呈します。なお、選考は集会長の責任で行います。

交通費補助 学生参加者（筆頭発表者）には、交通費の補助があります。該当者は、集会

長に連絡下さい（E－mail：irmnunol＠fmu．　ac．　jp）。

年会費 会員で年会費を未納の方、および新たに入会される方は、シンポジウム会場

受付に、補体研究会事務局受付を併設致しますので、そちらでご納入下さい。

　　一般：5，000円

　　学生：3，000円（学生証等の身分証明をご用意下さい）
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【補体研究会事務局】

　　　　〒537－8511　大阪市東成区中道1－3－3

　　　　地方独立行政法人大阪府立病院機構

　　　　大阪府立成人病センター研究所分子遺伝学部門内

　　　　TEL：　06－6972－1181　（ext．4101）　FAX：　06－6973－5691

　　　　E’mail：　hotai－kenkyukai＠umin．　ac．　jp

　　　　ホームページ：http：／／square．　umin．　ac．　jp／compl／

会場および交通案内

コラッセふくしまは、JR福島駅西口から北へ300m（徒歩5分）

◇　東京駅　一　　JR福島駅西口

　　（東北新幹線で約1時間40分）

◇　福島空港一→　JR福島駅西口

　　（乗合タクシー（要予約）で約1時間15分）

◇　福島空港一→　JR郡山駅　一　JR福島駅西口
　　　（リムジンバスで約40分）（東北新幹線で約15分）

　　　　　　　　　　　　　　　（JR東北本線で約50分）

◇　仙台空港一一一一一仙台空港駅　一　JR仙台駅　一　JR福島駅西口

　　　　　　　　（仙台空港アクセス鉄道で約25分）（東北新幹線で約30分）
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日　程　表

9．月10日（金）　12：00開場
，12i祐顛裏1；◇O 一、 J会φ辞　　　r　へ　一　じ撚繋薫∴藤田樺ミ㌃円憶

13：00－14：15
A：レクチン経路、異物認識

@　　　　　　　　　　　　　座長　松下　操・遠藤雄一

14：15－15：45
B：アナフィラトキシン、サイトカイン、シグナル伝達

@　　　　　　　　　　　　　座長　山本哲郎・井上徳光

，．1ち；14ぢ緊無拓…
脚飽ヒ鴨ブセイグ　　ゼ　　・二障継二二1　　　　…

16：15－17：15
C：補体異常

@　　　　　　　　　　　　　座長　堀内孝彦・畑中道代

17：15－18：15
特別講演1：Complement　Dysfunction　and　Disease

猿ﾒSantiago　Rodriguez　de　C6rdoba座長木下タロウ

r1＄ゴ3◎顯◎IF語α鷲 彫懇親会　．　』＼∵㌧　∵∵。∴ビ珊議翻箒1｝＼ジ＼

9月11日　（土）　9：00開場

9：30－10：30
D：進化、多様性

@　　　　　　　　　　　　　座長　野中　勝・中尾実樹

　　　　　　　写　　咤D真◎：。30吟簸涛◎ ・、1噂鰭｝プレイゑン，一．1　・∵憾添凝綜1紘、～、、

11：00－12：00
特別講演2：：Lectin　complement　pathway　and　coagulation

@　　　演者Kazue　Takahashi　座長若宮伸隆

12：00－13：00
ランチョンセミナー：発イ悟性夜間ヘモグロビン尿症（PNH）と補体＊

@　　　　　　　　　　　　　　　　　座長　木下タロウ

13：00－13：40 総会

13：40－14：40
特別講演3：Complement　and　Autoimmune　Diseases

@　　　演者Gary　S．　Gilkeson　　座長　岡田則子
識4二二鯉秘響　　　　蔚、君　　繧斗凋嘱罵 ◎擬湿副ブ簸イ翼ξ償脳．響弘∵㌧’”　　　　，　　炉

15：00－15：45
E：臓器障害、補体活性化

@　　　　　　　　　　　　　　　　　座長　水野正司

15：45－17：30
シンポジウム＝腎疾患と補体

@　　　　　　　　　　　　　座長　能勢眞人・関根英治

、還聡獣∵∴∵、ジ 曇∵儀秀賞表彰式瑚会φ辞∵1＝三て、㌶。冑蟹：鎌織灘田縫鼠覚：、

＊ランチョンセミナーの講演要旨・資料は当日配布の予定です。
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第47回補体シンポジウム・学術プログラム

第1日　9月10日（金）

A：レクチン経路、異物認識 13：00－14：15

座長　松下　操・遠藤雄一

A・1　　補体D因子前駆体を活性化するMASP－1／3複合体の解析

　　　　　高橋実1、岩城大輔1、遠藤雄一1、Kazue　Takahashi　2、藤田禎三1

　　　　　　　　1福島県立医大・医学部・免疫、

　　　　　　　　2ハーバード大・医学部・マサチューセッツ総合病院

A－2　　MBLによる補体第二経路活性化機構の解析

　　　　　立石恒一朗1、國廣佳孝2、Norafi　la　Humrawali2、松下　操凪3

　　　　　　　　東海大学・1大学院総合理工学研究科、2大学院工学研究科、

　　　　　　　　3工学部生命化学科

A－3　認識分子Ficolin欠損マウスの表現型

　　　　　遠藤雄一1、松坂友裕1、石田由美1、岩城大輔1、高橋実1、松下操2、藤田禎三1

　　　　　　　　1福島県立医大・医・免疫、2東海大・工・生命化学

A－4　　コレクチンCL－K　1の機能解析

　　　　大谷克城1、吉崎隆之1、森健一郎1、本村亘1、吉田逸朗1、鈴木定彦2、若宮伸隆1

　　　　　　　　1旭川医大・医・微生物、

　　　　　　　　2北大人獣共通感染症リサーチセンター・国際疫学部門

A－5 Streptococcus　pyogenes　C6結合タンパクのナノスケール・バイオイメージング

解析

　　寺尾　豊1、浜田茂幸2、川端重忠1

　　　　　1阪大院・歯・口腔細菌、2阪大・微研
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B＝アナフィラトキシン、サイトカイン、シグナル伝達 14：15za　15：45

座長　山本哲郎・井上徳光

B－1　LPSと抗好中球抗体によりマウスに誘導されるアナフィラキシー様ショック

　　　　　田中志典、永井康裕、黒石智誠、遠藤康男、菅原俊二

　　　　　　　　東北大・歯・口腔分子制御学

B－2　　ピーナッツはC4を介して補体を活性化する

　　　　　耳玉利尚、関根英治、高橋実、岩城大輔、遠藤雄一、藤田禎三

　　　　　　　　福島県立医大・医・免疫

B－3　　新型HIN1インフルエンザの重症化における補体アナフィラトキシンの関与

太田里永子1、伊藤嘉規2、

今井優樹1

　　　1名市大・医・免疫、

鳥居ゆか2、木村宏3、　岡田則子1、

2名大・医・小児科、　3名大・医・ウイルス

B－4　　慢性白血病由来K562細胞を用いたヘミン誘導性赤血球分化モデルにおける部分的

　　　　アポトーシス機構の役割

　　　　　　西浦　弘志、山本　哲郎

　　　　　　　　　熊本大学・大学院生命科学研究部・分子病理分野

B－5　乳酸によるIL－23非依存的なIL－17産生増強経路

　　　　　井上徳光1、藪政彦1、志馬寛明1・2、松本美佐子2、瀬谷　司2、

　　　　　赤澤　隆1

　　　　　　　　1大阪府立成人病センター研究所・分子遺伝学、

　　　　　　　　2北海道大学大学院医学研究科・免疫学

B－6 樹状細胞MyD　88経路によるNK細胞の活性化機構
　　瀬谷　司1、初谷良子1、東　正大1、志馬寛明1、松本美佐子1、

　　井上徳光2、赤澤　隆2、藤本ゆかり3、深瀬浩一3

　　　　　1北海道大学大学院医学研究科・免疫学、2大阪府立成人病センター

　　　　　研究所・分子遺伝学、3大阪大学理学部合成化学講座
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C：補体異常 16：15va　17：15

座長　堀内孝彦・畑中道代

C・1　　異種移植における補体の活性化と凝固の促進

　　　　　三輪祐子1、山本晃士2、羽根田正隆1、岩崎研太1、劉大弓1、

　　　　　矢崎智子4，3、岩元正樹4・　3、大西彰3、打田和治5、中尾昭公6、

　　　　　小林孝彰1・6

　　　　　　　　1名古屋大学免疫機能制御学、2名古屋大学輸血部、

　　　　　　　　3農業生物資源研究所、4プライムテック株式会社、

　　　　　　　　5名古屋第二赤十字病院、6名古屋大学消化器外科

C－2　　低補体一面症性奪麻疹様血管炎の1例

　　　　　林宏明1、笹岡俊輔1、松浦浩徳1、秀道広2、藤本亘1
　　　　　　　　1川崎医大・皮膚科、2広島大・皮膚科

C－3　発作性夜間ヘモグロビン尿症4症例におけるヒト化モノクロ・・一一・一一ナル抗C5抗体

　　　　（Eculizumab）の効果：および安全性の検討

　　　　　　野地秀義、七島勉、高橋裕志、小川一英、竹石恭知

　　　　　　　　　福島県立医科大学医学部　循環器・血液内科学講座

C－4 遺伝性血管性浮腫（HAE）6家系の遺伝子解析

　　堀内孝彦1、塚本　浩1、有信洋二郎1、井上　靖1、新納宏昭1、吉澤　滋2、

　　生野英祐3、高村和人4、町田治久5、辻岡　馨6、前原潤一7、

　　赤司浩一1、山本哲郎8

　　　　　1九州大学免疫・膠原病・感染症内科、2国立病院機構福岡病院、

　　　　　3生野リウマチ整形外科クリニック、4福島生協病院、

　　　　　5国立病院機構嬉野医療センター、

　　　　　6日本赤十字社和歌山医療センター、7済生会熊本病院、

　　　　　8那珂川病院

別講演1＝　座長　木下タロウ 17：15－18：15

Complement　Dysfunction　and　Disease

　　　　Santiago　Rodriguez　de　C6rdoba

　　　　　　Centro　de　lnvestigacions　Bio16gicas，　Madrid，　Spain
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第2日　9月11日（土）

D　進化、多様性 9：30v一・10：30

座長　野中　勝・中尾実樹

D－1 節足動物におけるTEP遺伝子の進化

　　　関口玲生、上島　励、野中　勝

　　　　　　　東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻

D－2 古代魚ポリプテルスにおけるPSMB8遺伝子の二型性

　　　藤戸尚子1、塚本健太郎2、野中　勝1

　　　　　　　　1東京大・院理、2藤田保健衛生大・総医研・医高分子

D－3 コイ補体レクチン経路に関連するコレクチンの異物認識多様性

　　　一木昭土、塚本春香、杣本智軌、中尾実樹

　　　　　　　九大院農学研究院　生命機能科学部門

D－4 1｛uman　serum　mannose－binding　lectin　senses　wall　teichoic　acid　glycopolymer　of

　　Staphylococcus　aureus，　which　is　restricted　in　infancy

　　　　Keun－Hwa　Park1，　Kenji　Kurokawa1，　Koichiro　Tateishi2，　Hee　Jung　Kang3，

　　　　Misao　Matsushita2　Kazue　Takahashi4　and　Bok：Lue1：Lee1
　　　　　　　　　　　　　　　　　ヲ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヲ

　　　　　　　　1National　Research　L，aboratory　of　Defense　Proteins，　College　of　Pharmacy；

　　　　　　　　Pusan　National　University；Busan　609－735，　Korea；

　　　　　　　　2Department　of　Applied　Biochemistry；Tbkai　University；Hiratsuka，

　　　　　　　　Kanagawa　259－1292，　Japan；

　　　　　　　　3Department　of　Laboratory　Medicine，　Hallym　University　College　of　Medicine，

　　　　　　　　Anyang－si　431－070，　Korea；

　　　　　　　　4Programs　of　Developmental　Immunology；Massachusetts　General　Hospita1，

　　　　　　　　Harvard　Medical　Schoo1，　Boston，　MA　O2114，　USA．

特別講演2 座長　若宮伸隆 11：00m12：00

Lectin　complement　pathway　and　coagulation

　　　　Kazue　Takahashi

　　　　　　Harvard　Medical　School．　Boston．　USA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）　”vwvv－i7
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ランチョンセミナー　　座長　木下タロウ 12：00－13：00

発作性夜間ヘモグロビン尿症（PNH）と補体

アレクシオン　ファ・・一一一マ（株）

特別講演3　座長　岡田則子 13：40“14：40

Complement　and　Autoimmune　Diseases
　　　Gary　S．　Gilkeson

　　　　Medical　University　of　South　Carolina，　Charleston，　USA

E：臓器障害、補体活性化 15：00“15：45

座長　水野正司

E－1　　古典的経路による補体活性化が確：認されたIgG4関連尿細管間質性腎炎の1症例

　　　　　長町誠嗣1、大澤　勲1、佐藤i信之1、石井雅也1、草場　岳1、

　　　　　小林　敬1、武田之彦1、堀越　哲1、大井洋之1、松下　操2、

　　　　　　富野康日日1

　　　　　　　　　1順天堂大学医学部腎臓内科、2東海大学工学部生命化学科

E－2　　正常ラット腹膜における膜補体制御因子の機能的役割

　　　　　水野智博1・4、水野正司2・3、伊藤恭彦2・3、鈴木康弘2・3、

　　　　　野田幸裕4、山田清文1、丸山彰一3、岡田則子5、B．　P　Morgan6、

　　　　　松尾清一3

　　　　　　　　　1名古屋大・医・医療薬学、2名古屋大・医・腎不全総合治療学、

　　　　　　　　　3名古屋大・医・腎臓内科学4名城大・薬・病態解析学1、

　　　　　　　　　5名古屋市立大・医・免疫学、6カーディフ大・補体生化学グループ

E－3 ループス腎炎の糸球体における各補体経路活性化の意義

　　佐藤信之1、大澤　勲1、長町誠嗣1、石井雅也1、草場　岳1

　　堀越哲1、大井洋之1、松下操2、富野康日己1
　　　　　1順天堂大学腎臓内科、2東海大学工学部生命化学科

8



シンポジウム：腎疾患と補体 15＝45い17＝30

座長　能勢眞人・関根英治

S－1　　ループス腎炎における免疫複合体病理論の評価

　　　　　能勢眞人

　　　　　　　　愛媛大学大学院医学系研究科・ゲノム病理学分野Thrombotic

S・2　ループス腎炎と補体・補体第2経路を特異的に標的とする治療戦略

　　　　　関根英治1，Gary　S．　Gilkeson2，　and　Stephen　Tomlinson3

　　　　　　　　1福島県立医科大学・免疫学

　　　　　　　　2Department　of　Rheumatology　and　lmmunology，

　　　　　　　　3Department　of　Microbiology　and　Immunology，

　　　　　　　　　Medical　University　of　South　Carolina，　Charleston，　SC，　USA

S－3　microangiopathyと補体

　　　　　水野正司

　　　　　　　　名古屋大学大学院医学研究科 腎不全総合治療学寄附講座・腎臓内科

S－4　1gA腎症における補体活性を介した発症病態と治療戦略

　　　　　川崎幸彦

　　　　　　　　福島県立医科大学・小児科

9



Memo

10



璽
一F

一u@一　一

　t＝L　一L
　　　　JJ　一　、　「レ

　　ト
　　L　　　一

ト’1　　　【
　nrt　’r
擁嚇1∵㍗
　　一　

一

一一@r一　一
，

t

L

一
」

「
、

1

「」 P’

　　咽汕ぐllロト

一L

“

　　［　T一’一」”±　r71　一　一i　’一＝一一r－L

⊥　　　　IL　LL一　　　　　　　」1冒」＿
　　　　　　1閑　　　　　　　　　　　帖
　　　　T　　．　　L　L．一1りPゴ」Hワ・［→㌻・「．1．・、
　　　　　　　　十　一i　一　L．　tTle　”　一t’r

　　　　：t’　．一L　i〈i　i一　；一ii　’g　Ffi　i　’

　　　　　　　　　　　翫1叱

　r［訓’・・岨劉
．漁・

“　x”

　　　　【　　　　　」
　　　II－1「一

k　一　　 「　一　
「

　1－　　　　　　 L　　　一　　　　一L　　匝　　　　＿　　　一一　　　■一　L一　　　　 」　　 一｝

　　 A　　ド　へ　　　　サ　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　セ　　

　＿　騨」［　l　r　「　　　　　　’
　　　　　　｛
一｝．・．∴　・．習．」　　・・
・、：：職：萱：〆：と謀・牝L

　　　　　　　　　　　　　」　　　　　　　∩

L

r一

．　’一一r」＋

i

1［

h

　
一
　

」
⊥

　
｛
上
．

「
一
　
、
」
「

一
遅
・
「

　
血
　
1
1

］
評

「
－
　
．

　
　
　
　
■

　
　
」
「
「

．
武
ヰ

　
　
ヘ
　
ヨ

　
一
　
〒
　
」

　
　
ρ
∫

　
■
卑

　
　
「
－

　
　
此
止

　
　
」

　
　
γ
脳
、

　
」
　
　
仙

　
　
」
「

」
ゐ

　
　
　
〒
．
二

　
　
　
　
ア
　
　
ざ

　
←
幸
・
．

　
帖
　
丁

　
　
」
■

　
　
　
　
ド

　
　
F
」
　
」

　
　
　
　
」

・
矯
・

　
　
ゴ
・
．

「
「
歩
’
．

　
－
昌
・
－
■

　
　
　
　
コ
ド

　
　
」
　
U

　
　
　
　
吋

・∴恐1証／嘘：＼1／塞1堂認遜☆墨1
　　T　　 ，よ1　⊥」
　　　　　　一r　7

　　　　t　　　r
　　　　t一
　　　　㌔㌔几　ゴ1．■

　　T　1［．．LVi　L　iT

、引船ご
　　一・L・」1・，己111⊥J、

㍑凝∵
　　　　　　　　r
　　lt　　r

L

一h　JL
1

　［　　　ρ　　　　 ↓r　1　　　」　11一＿二　軋　坑　　1［　一1　　　’↓　、。　1■〒　 門1¶」

　　　↓。・　　一「」ポ’・…」　　　　ノ㌔・9一一 ・ll

　　　s　　　　　　　　、　　ぜ　。　　　　　トt　　　・　　
」

　　　t　．1　．　T　．　H　　　　L　J　　　　I　　　　　　　　L、　　　　　　　　　　　，　　　　　　」　　　井II　一　凸
　　　、　’，，．．　’∵‘・」　 ’ハ　　　1，．、　一一i
　　ll　T「　’「　’　こ、・1r　　　・1　コ　’　・一㌔　・・一；・

脳☆ゼ慈魁≦；認ゴ・…1冠適｛
，　’　「　．、、∵、』・．∴』｛、・一1〆Lド∴
デ／・一1」．．．1噛∴三一で☆・■怨骨壷鱒

　　　　　　　L　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 L　　　　　　　　
し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一司

　　　　　　1一　T　　．　Lhl @u　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　帆一　　
一「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r

L
L　lr

劃

1　　1
　　　　　　　　　；T一．L　L　．r＝一一　’一

」

ゴ
」

　
　
「｛ i　N－r

ぬ

』1『黶E
D．「

Eド叱 k電．］．上1，

IJ
i

「㌦馬

±

r一　fi

’

置1－t1「

H

．　rr　li　1

㌧一F．、，…　1・1
　一“　一　’．t．．　rbT　一r　lt　＝T　A．）　一．n

工L

L　　V一　　一一

］’

uli・．門；ア㌔：71・β 「’ボll∵ご：・！’i　t，鋸，IL、二“・　1∵∵・：f

一　 一一

@　
．一r“一一．一一：rL．r一一一h　F＿＿ニレ遮二」⊥丘L■一蹴＿一」二二二二．⊥＝二．一一L二＿二二＝二⊥一二二＿一LL＝二、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　．
　　　　　一’一±一　一L　’　一i　一　”　一’　t－r　T　“　一一　’　Z
　L

一’　一一丁一

　　　L一
■凸　　L」L

　　　4i
　　Jl昌一
IL　一一　＝

1　＝　L　TL　LL

J

　　　　　　　，
±＝L．L．一一．　．一一／“．　一　“L一一L　一一．　t　一一

1　　　　　　　　　　　“

e＿r　　　　一勃一一L
hr　　　 －

T一　rL
　　　　”　　　4T　＝一　t　　　　　　　　，

一．　JJ＝　rn－L．一　一　1－

　　　　　　　　　T　L　　　　　　　　　　　　　　J

L一一@L一“　“　J．L

1

一　一一　一一　一一　m1一1一

＝＝

ゴ
「

＝

L

一ト

　
一

　　

u
μ
⊥

　
　
　
　
↓

［

三

＝

一一

一」

噛

「
n

’

「
熟＝

＝」

≡

｛㌧ガ、

｝●

T L　lr　7 I　　L

」　L　　　 イ 【　一ヒ芋

」．遡鰍f
　　　　l

1
“

1

i一一　一7f’i　一r

　o ’　一

」」畢　　 一　一■L「　　　　　　　　．

　一±　　　 L

一　一．L　T 一］r

　tr

L　　1　モ　　ゴ
rT一一一一＝！

門一凹b’　　　　　
rμ

　一　．　1
1

■

【
ヤ

」

rl一　1　r

T

r　一＝一rt：＝＝一＝l　n一．T＝一　一　＝
　　　一　　　一1一　　 一

L

1

［一：

」

　．層↓＿　 ＿」見　『　一L噛　

　　み
「

一　一r @一D．一’F＝一r　一Lr　一一　rp’一一＝　r＝“r一　r　F一一＝

T

u

t
r　　 T　　　一

“
　　　］

［

丁百［ 」

’

r占

＝　一　一　「「；7一一一「

「

一

　　　　一」」＿噂＝．”一『一
　レ　ハ　　　　　　　 　ゴ　　　 　

　　　彰　　　　る
一一　L　r7　＝　’　一．”　一黶@一　r”　＝一＝

　　　　　±　　　1

．1　　　r

一　L　rr．rTr

］L　一1 玉一’一一　　 ” 一rL． 一　　　　一ユー　」　⊥ vL 一　一7　＝一

L　L

＿r　高

T

」「4い
｝一

」

　
」

　
［ナ

ー
“　

一

　
一

¶

」」

IL

．　　 L

u ゴ

軸■一 ，

r

L

±

r　v

L

一「一一「一

一　一L　rr　一．r－L 一r

＿一＿＿＿＿邑噛＿＿r＿」」＿ρ＿　　 ＿噂一ゆ＿㌧　　 一噂　 ，　←＿＿＿＿r←＿

　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L



特別講二演1

COMPLEMENT　DYSFUNCTION　AND　DISEASE

Santiago　Rodriguez　de　C6rdoba

Centro　de　lnvestigaciones　Biologicas，　Madrid，　Spain

　　Complement　is　a　major　component　of

innate　immunity　with　crucial　roles　in

microbial　killing，　apoptotic　cell　clearance，

immune　complex　handling　and　modulation　of

adaptive　iinniune　responses．　Regulation　of

complement　is　essential　to　maintain

complement　homeostasis　and　to　protect　host

cells　and　tissues　from　damage　by

complement．　In　health，　activation　of

complement　is　kept　at　a　low　level　and　further

activation　of　complement　is　limited　to　the

surface　of　the　activating　agent．　Dysregulated

complement　activation　associates　with　a　long

list　of　diseases．　Among　them，　hereditary

angioedema　（HAE），　hemolytic　uremic

syndrome　（HUS），　dense　deposit　disease

（DDD）　and　age－related　macular　degeneration

（AMD）　are　prototypic　diseases　caused　by

complement　dysregulation　due　to　mutations

or　polymorphisms　in　complement　proteins．

　　　1　will　review　the　genetics　of　HAE，　aHUS，

DDD　and　AMD　and　summarize　how　the

functional　analysis　of　genetic　variants

associated　with　different　diseases　has　helped

to　determine　the　molecular　events　which　are

critical　in　the　pathogenesis　these　disorders．　ln

addition　1　will　describe　how　recent　advances

in　structure－function　analyses　of　complement

proteins　by　crystallography，　electron

microscopy　and　surface　plasmon　resonance

have　permitted　a　deeper　understanding　of　the

mechanistic　basis　of　disease－associated

genetic　variations．　A　clear　conclusion　from

these　analyses　is　that　there　are　distinct

functional　alterations　caused　by　these　small

changes　which　are　essential　in　disease

pathogenesis．　lmportantly，　the　functional

characterization　of　common　complement

polymorphisms　has　demonstrated　important

differences　in　complement　activities　for　some

combinations，　which　may　have　a　significant

role　in　determining　individual　predisposition

to　a　number　of　common　disorders．　ln　turn，

the　functional　analysis　of　disease－associated

complement　genetic　variations　has　aided　our

understanding　of　the　assembly　and　regulation

of　complement　protein　complexes．　This

knowledge　will　have　important　implications

in　therapeutic　developments．
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特別講演2

Lectin　complement　pathway　and　coagulation

Kazue　Takahashi　i，　Wei－Chuan　Changi，　Minoru　Takahashi2，　Vasile　Pavlov3，　Yumi　lshida2，　Laura

　　　　　　La　Bonte3，　Lei　Shi　i，　Teizo　Fuj　ita2，　Gregory　L．　Stah13，　and　Elizabeth　M．　Van　Cott4

1Developmenta1㎞unology　Program，　Depa血ent　of　Pedia廿ics，　Massachuse廿s　General　Hospital，

Harvard　Medical　School，　Boston，　MAO21　14，　USA．　2Department　of　Immunology，　Fukushima　Medical

University　School　of　Medicine，　Fukushima　960－1295，　Japan．　3　Center　for　Experimental　Therapeutics　and

　　ReperfUsion　lnjury，　Department　ofAnesthesiology，　Perioperative　and　Pain　Medicine，　Brigham　and

　　Women’s　Hospital，　Harvard　Medical　School，　Boston，　MAO21　15，　USA．　4回目partment　of　Pathology，

　　　　　　　Massachusetts　General　Hospital，　Harvard　Medical　School，　Boston，　MA　02114，　USA．

　　　The　first　line　of　host　defense　is　the　innate

immune　system　that　includes　coagulation

factors，　complement　proteins　and　pattern

recognition　molecules，　which　includes

mannose－binding　lectin　（MBL）．　Many

clinical　studies　have　associated　MBL

deficiency　with　infection　susceptibility．

These　observations　are　confirmed　by　mouse

model　studies　that　mice　genetically　lacking

MBL　（MBL　null　mice）　are　susceptible　to

certain　pathogens，　including　Staphylococcus

aureus．　Mechanisms　of　increased　infection

have　been　attributed　to　reduction　of

opsonophagocytic　killing　and　lectin

complement　pathway　activation．

　　　Recent　our　studies　have　observed　that

IVBL　is　also　involved　with　hemostasis　in　vivo
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

only　when　mice　are　inj　ured　or　infected．

Coagulation　system　itself　is　not　affected　by

IVBL　deficiency　as　coagulation　factors　and

parameters　are　similar　to　wild　type　mice．

Nevertheless，　nai’ve　MBL　null　mice

demonstrate　prolonged　bleeding　time丘om

laceration　injury，　indicating　that　lack　of　MBL

is　associated　with　reduced　clotting．　The

phenotype　is　reversed　by　reconstitution　with

recombinant　human　IVBL，　confirming　that

the　coagulation　disorder　is　mediated　by　］Vl13L．

Moreover，　S．　aureus－infected　MBL　null　mice

develop　disseminated　intravascular

coagulation　（DIC）　at　an　early　time　point

when　bacterial　titers　throughout　body　are

similar　to　those　in　wild　type　mice．　Further

investigations　have　revealed　that

MBL－mediated　coagulation　is　through

MBL－associated　serine　protease　（MASP）一1／3

as　MASP－1／3　null　mice　demonstrate

prolonged　bleeding　time　from　laceration

injury．　MBL／MASP－1／3　complex　upon

binding　to　its　ligand　demonstrates　activities

of　factor　Xa－like　enzyme，　thrombin－1ike

enzyme　and　fibrin　c　lot　formation，　other

function　of　thrombin．　During　S．　aureus

infection，　MBL　null　mice　develop　liver　injury，

which　is　assessed　by　elevated　levels　of

alanine　aminotransferase　（ALT）　and　aspartate

aminotransferase　（AST）　at　the　time　when

multi　organ　inflammatory　responses　are　not

observed．　Taken　together，　these　findings

suggest　that　activated　MBLIMASP－1／3

complex　functions　like　coagulation　enzymes，

FXa　and　thrombin，　and　that　MBL　deficiency

manifests　into　DIC．　which　is　associated　with
　　　　　　　　　　　　　　　　’

organ　failure　and　high　mortality．

　　　In　conclusion，　our　findings　demonstrate

that　MBLIMASP－1／3　complex　plays

important　roles　in　coagulation　during

infection　and　tissue　inj　ury．　Lectin－mediated

coagulation　as　a　host　protection　mechanism

is　not　surprising　because　ficolins，　similar

molecules　to　MBL，　which　are　homologous　to

Horseshoe　crab　tachylectins　that　function　as

host　defense　system　by　clotting　LPS

（Gram－negative　bacteria）　and　P　l，3－glucan

（fungi），　thus　providing　innate　immune

protection．
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　　　Alternative　Complement　Pathway　in　Autoimmune　Diseases

　　　　　　　　　Gary　S．　Gilkesoni，　Stephen　Tomlinsoi　Hideharu　sekinei’3

iDepartment　of　Rheumatology　and　lmmunology，　2Department　ofMicrobiology　and

　　　Immunology，　Medical　University　of　South　Carolina，　Charleston，　SC，　USA

3Department　of　Immunology，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

The　complement　system　plays　a　dual　role　in

the　development　of　lupus．　The　early

components　of　the　classical　pathway　are

protective　against　development　of　lupus，

while　complement　activation　is　clearly

involved　in　the　tissue　inj　ury　that　occurs　in

lupus．　Our　studies　utilized　alternative

complement　pathway　knockout　mice　to

demonstrate　that　the　lack　of　the　alternative

complement　pathway　is　protective　in　lupus

mice．　Further　studies　of　alternative

complement　pathway　inhibitors　indicate　that

thi　s　pathway　is　an　attractive　target　for

treatment　of　autoimmune　diseases．　Lack　of

the　alternative　pathway　appears　to　primarily

impact　target　organ　inflammation　with

minimal　impact　on　systemic　inrmunity．
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S－1

ループス腎炎における免疫複合体病理論の評価

　　　　　　　　　能勢眞人

愛媛大学大学院医学系研究科・ゲノム病理学分野

Evaluation　of　the　theory　of　immune　complex　diseases　in　lupus　nephritis

　　　　　　　　　　　　　Masato　Nose

　　Pathogenomics，　Ehime　University　Graduate　School　of　Medicine

　糸球体腎炎、血管炎、関節炎の発症機序に

おける免疫複合体病理論は、1950年代から

60年代にかけて、Dixon　Fを代表とする

Scrippsの研究者たちによって、血清病モデ

ルを中心とした研究の展開から確立されたと

言える。この理論の中核は、循環血中での免

疫複合体の形成、好塩基球への結合、血小板

の活性化、血管透過性の充進、そして免疫複

合体の病変局所への沈着であり、補体系は、

免疫複合体との結合により活性化され、アナ

フィラトキシンの産生、これによる局所への

炎症細胞の遊走・浸潤を引き起こすという一

連のIII型アレルギー反応に集約されている。

ループス腎炎の発症機序も、この概念の延長

上で包括されてきた。しかしながら、この理

論の基盤は、あくまで外部抗原感作によって

引き起こされた免疫複合体病であり、ループ

ス腎炎の発症機序に適合し得るモデルである

か否かについては多くの問題が残されている。

　MRL／lprマウスは、病態、病理所見におい

て、S：LEときわめて類似した表現型を発現す

るところがら、ループスモデルとして研究の

対象とされ、このマウスが発症する管内増殖

型糸球体腎炎、ワイヤーループ病変、半月形

成性糸球体腎炎など多彩な糸球体病変の機序

も、従来の免疫複合体理論を逸脱するもので

はなかった。この糸球体腎炎をゲノム的に解

析するとこの理論のみでは説明できない新た

な局面が明らかになってきた。例えば、この

マウスから得られた腎炎原性抗体は、必ずし

もaffinity　maturationを起こした抗体ではな

いこと、また、この糸球体病変の一発症機序

として、抗体の糸球体局所への沈着は、抗体

分子と結合したフィブロネクチンを血管内皮

細胞が積極的に取り込むことによって起こり、

血管透過性の充進によるプロセスとは異なる

こと、管内増殖性糸球体病変の発現には、必

ずしもアナフィラトキシンを必要とせず、糸

球体局所での接着因子や種々のケモカインの

発現に依存していること、補体制御因子Cd59

の発現が糸球体局所病変発症の抑制のみなら

ず、おそらく個体の免疫制御機能においても

重要であること、などである。

　本演題では、これらの事象を提示し、ルー

プス腎炎における従来の補体系機能を含めた

免疫複合体病理論の評価を行いたい。
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S－2

ループス腎炎と補体・補体第2経路を特異的に標的とする治療戦略

関根英治1，Gary　S．　Gilkeson2，　and　Stephen　Tomlinson3

　　　　　　1福島県立医科大学・免疫学

　　　　　　　　　　　　　　Complement　in　Lupus　Nephritis；

Atherapeutic　strategy　fbr　lupus　nephritis　with　a　targeted　inhibitor　of　the　altemative　complement　pathway

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hideharu　Sekne，Gary　S．　Gilkeson，and　Stephen　Tomlinson

　　　　l　Department　of　lmmunology，　FukUshima　Medical　University　School　of　Medicine

2　Department　ofRheumatology　and　lmmunology，　2　Department　of　Microbiology　and　lmmunology，

　　　　　　　　　Medical　University　of　South　Carolina，　Charleston，　SC，　USA

　全身性エリテマトーデス（SLE）は、核成分な

どの自己抗原に対する自己抗体が血清中に出

現する、原因不明の自己免疫疾患である。SLE

の病態の中心像は、自己抗体によって血液中

や組織で免疫複合体が形成され、古典経路が

活性化されて炎症が惹起される「III型アレ

ルギー反応」であるとされる。その過程で、

C3の分解産物C3bが、第2経路（増幅経路）を

活性化させ、血清中のC3を消費しながら補体

による炎症を増幅させていると考えられてい

る。

　SLEにおける腎炎（ループス腎炎）発症のト

リガーは古典経路の活性化であるにも関わら

ず、同経路構成成分の先天的な欠損者の多く

（ClqまたはC4欠損者の80％以上）がSLEを合

併し、この現象は“Lupus　paradox”として知

られている。マウスでも同様の現象が観察さ

れ、C3欠損のSLEモデルマウス（MRL／1ρr系）

では、むしろ腎炎が増悪する。その理由とし

て古典経路は炎症を惹起する作用以外にも、

アポトーシス細胞などの自己抗原成分をクリ

アランスする働きがあるためと考えられ、補

体を標的としたループス腎炎の治療戦略では

古典経路を温存する必要性が示唆されてきた。

　一方、第2経路構成因子（fB，　fD）欠損のSLE

モデルマウス（MRL／1ρr系）では腎炎が抑制さ

れる。よって、第2経路の構成因子を特異的

に標的とする治療戦略は、ループス腎炎の有

効な治療手段と成り得ることが予想される。

　我々のグループでは第2経路を特異的に阻

害するH因子（fH）と、活性化されたC3分子

iC3b／c3dを標的とする補体受容体CR2とを融

合させた融合蛋白CR2－fHを作成し、　SLEモデ

ルマウス（MRL／1ρ丁系およびNZB／W　F1系）に投

与して治療的実験を行った。その結果、対照

群（生食水投与群）と比較して、CR2－fH投与群

では、血清中抗dsDNA抗体値、血清C3値、ア

ルブミン尿、腎糸球体へのC3沈着レベル、腎

病理組織学的所見、および生存率ともに改善

が認められた。

　以上の結果から、CR2－fHを用いた第2経路

を特異的に標的とする治療戦略は、ループス

腎炎の有効な治療手段と成りうることが示唆

された。

　近年我々のグループで、転写因子である

Interferon　reguratory－factor4（lrf4）を突

然変異で欠損したMRL／1ρrマウスが同定され、

同マウスの病態の解析を行った。Irf4はB細

胞の免疫グロブリン産生に必須の転写因子で

あることから、Irf4欠損MRL／1ρrマウスでは

自己抗体が産生されないために腎炎が惹起さ

れないと思われた。解析の結果、Irf4欠損

MRL／ノprマウスでは腎糸球体に免疫複合体や

C3の沈着が観察されないにもかかわらず、予

想に反してメサンギウム増殖性糸球体腎炎が

観察された。ループス腎炎における、非免疫

複合体性腎炎のメカニズムの可能性について

も紹介したい。

16



S－3

Thrombotic　microangiopathyと補体

　　　　　　　　　　　　　水野　正司

名古屋大学大学院医学研究科　腎不全総合治療学寄附講座・腎臓内科

　　　　　Complement　system　associated　with　therombotic　microangiopathy

　　　　　　　　　　　　　　　Masashi　Mizuno

Renal　replacement　therapy　and　nephrology，　Nagoya　University　Graduate　School　of　Medicine

　腎病理で、microvascular　diseasesは重要

な病理カテゴリーの一つであり1）、このうち、

内皮細胞障害を形態学的初期変化とするもの

にThrombotic　micro・angiopathy（TMA）があ

る。溶血性尿毒症症候群（hemolytic　uremic

syndrome；HUS）と血栓性血小板減少性紫斑

病（thrombotic　thrombocytopenic　purpura；

TTP）がこの病理的変化を糸球体に来たす代

表疾患であるが、その他にも、ループス腎炎

や骨髄移殖時に行う放射線暴露によって生じ

る放射線腎症にも伴うことが知られている。

この病理変化を糸球体以外の腎小動脈や細小

動脈レベルに障害を起こすものも含めると、

systemic　sclerosisの様な自己免疫疾患、

sickle　cell　diseases、　cholesterol塞栓症など

様々な病態がある。糸球体病変を伴う場合、

内皮剥離、内皮下への無構造物質の沈着、係

締内部の血小板集積と血栓形成といった、糸

球体に病理変化を伴う。

　補体とTMAの関係では、　factor　H、　factor

I、CD46、　CD55といった補体制御因子の異

常による補体活性化が疾患進展に関与するこ

とが報告されているatypical　HUS、膜性増症

性糸球体腎炎（MPGN）type2が知られてい

る。その他のTMA病変について、補体関与

については不明な点が多い。

　我々は、これまでに、抗体依存型と非抗体

依存型の2つのTMA類似病理変化を伴う動

物モデルを用いて補体との関係を調べたので、

ここに紹介する。

　前者として、抗糸球体基底膜（GBM）抗体

腎炎で、LPS前処理すると糸球体に内皮障害

と共に血栓形成を認める。これに対して、C5a

の関与を調べた2）。後者については、人に対

して毒性の強いPhylodisccus　semoniによる

刺傷症の一部の症例に腎不全を伴うことに注

目して、このイソギンチャク毒素による腎障

害の可能性を調べたところ、TMAを伴う急性

腎不全を起こすことを見つけた3）。このイソ

ギンチャク毒素誘導性の急性糸球体障害にお

いて、病理変化と補体活性化、膜補体制御因

子の変化を調べた。これら腎障害モデルから

得られた結果より、atypical　HUSやMPGN

type2以外のTMAに関連する腎障害におい

ても、補体の関与と抗補体治療の可能性が示

唆される。

＜参考文献＞

1）　Kanso　AA．　et　al．　in　chapter　32．　The　Kideney

8th　edition，　1　147　（2008）

2）　Kondo　C．　et　al．　Clin　Exp　Immunol　124：　323

（2003）

3）　Mizuno　M．　et　al．　Am　J　Pathol　171：　402　（2007）
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S－4

IgA腎症における補体活性を介した発症病態と治療戦略

　　　　川崎幸彦

福島県立医科大学・小児科

　　　The　pathogenesis　and　treatment　in　lgA　Nephropathy

　　　　　　　　　　Yukihiko　Kawasaki

Dept．　ofPediatrics，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

IgA腎症（以下、本症）は、1968年Bergerら

によって提唱されたIgAの糸球体メサンギウ

ム領域への優位な沈着とメサンギウム細胞増

殖や基質増生を認めるわが国で：最も頻度の高

い原発性慢性糸球体腎炎である。本邦では、

多くが学校検尿、職場検診などで無症候性血

尿、蛋白尿として発見されている。これまで

の報告で成人の25～40％が、また小児におい

ては10～15％の症例が腎機能低下に陥るとさ

れており、本症の予後は必ずしも良好ではな

いことが示されている。そのため、その発症

病態を明らかにして治療法を確立することは

非常に重要な課題である。

　本症の発症機序はいまだ明らかではないが、

遺伝的背景としてエgAヒンジ部の糖鎖不全が

あり、これに食物あるいは細菌、ウイルス感

染などの抗原刺激により活性化されたT細胞

が過剰なIgAの抗体産生を起こし、高分子IgA

免疫複合体が形成され、これが糸球体に沈着

することによって炎症が惹起されると考えら

れている。しかしながら、このIgAヒンジ部

の糖鎖不全形成過程やIgA免疫複合体形成機

序に関する詳細は未だ不明のままである。

　私達は、動物実験にてこれら不明な本症の

病態を明らかにするために、以前より、腎炎

惹起性が注目されているコクサッキーウイル

スB4（CoxB4）を用い、各種マウスにおける

腎炎の発症機序を検討してきたので、この研

究成果を簡単に報告する。また、現在までに

明らかになっているIgAヒンジ部の糖鎖不全

や免疫複合体の形成過程、その糸球体への沈

着機序についても言及する予定である。本症

では、免疫複合体の糸球体沈着後から炎症が

惹起され、補体活性やマクロファージの活性

化をはじめとし、凝固異常や炎症細胞浸潤が

みられ、それによるサイトカイン、ケモカイ

ン、接着分子の異常が生じ、メサンギウム増

殖性腎炎が進展するとされている。この進展

過程、特に補体、レクチン経路の関与につい

て現在まで明らかになっている知見も含め報

告したい。

　一方、本症の治療としては、現在小児治療

ガイドラインにおいて軽症群と重症群に分け

治療戦略がたてられている。軽症例には、ア

ンギオテンシン変換酵素阻害薬が、重症例で

はステロイド剤、免疫抑制剤、抗血小板薬、

抗凝固薬による多剤併用療法が選択されてい

る。本講演では、これら治療薬の有用性と成

人領域で多く施行されている扁摘パルス療法

に関しても概説する予定である。
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A－1

補体D因子前駆体を活性化するMASP－113複合体の解析

　　　高橋　実1、岩城大輔1、遠藤雄一1、Kazue　Takahashi2、藤田禎三1

1福島県立医大・医学部・免疫、2ハーバード大・医学部・マサチューセッツ総合病院

　MBL－MASP－1／3　complex　has　an　ability　to　effTiciently　cleave　zymogen　ofcomplement　factor　D．

　　　Minoru　Takahashii，　Daisuke　lwaki　i，　Yuichi　Endo　i，　Kazue　Takahashi2，　Teizo　Fuj　ita　i

iDepartment　ofImmunology，　Fukushima　Medical　Univ．，　Fukushima，　Japan，　2Massachusetts　General

　　　　　　　　　Hospital，　Harvard　Medical　School，　Boston，　MA．，　USA

〈はじめに〉

我々はレクチン経路活性化プロテアーゼMASP－1／3

を欠損したマウス（Masρ1／7／一）において補体第二経

路にも異常を認め、さらにその原因として血清中の

補体D因子（以下、Df）が活性化されず、前駆体

（ProDf）で存在していることを報告している1）。血液

中のMASP－1／3がProDfのN末端に存在するアクティ

ブペプチドを切断し、活性型に転換していると予想

されるが、その認識機構は未だ不明ある。今回、MBL

と複合体を形成しているMASP－1／3複合体がProDf

を活性化することが明らかにできたので報告する。

〈方法〉

【マウス】野生型C57BL6と戻し交雑した

　Masp1／3，　Smap／Masp－2，　Mbl及びFcnaの遺伝子を

　欠損した遺伝子改変マウスを用いた。

【ゲルろ過クロマトグラフィー（GFC）】マウス血清を

　20mhlトリス（pH7．6）／50mM　NaCl緩衝液下で

　Superose　6（10／300）で1mlずつ分画した。

【Blue　Native－PAGE】各分画中のMASP－1／3の複合体

　を調べる目的でBlue　Native（BN）一PAGEを行った。

【Df前駆体活性化能測定】Pr・Dfが含まれる

　Masp1／3’／一マウス血清にGFC分画を加えて、37度3

　時間反応させた。反応液をEndo　FでAsn結合型糖

　鎖を切断した後、Dfの分子量を比較してProDfの

　切断の有無を確認した。

〈結果と考察〉

1

2

3

GFCにより、MASP－1／3は160－1700kDaの広範囲

の分画に含まれることがわかった。このうち

ProDfの活性化能は700kDa以上の分画のみに認

められた。

BN－PAGEの結果から、　ProDf活性化能を有する

分画には約1000kDaのMASP－1／3複合体が認め

られた。MBL完全欠損マウスでこのバンドが消

失することより、複合体にはMBLが含まれるこ

とがわかった。

MBLとフィコリンAを欠損したマウス

（MBL／FcnA一／一）でも血液中に活性化されたDf

が存在していることから、必ずしも

MBL－MASP－1／3複合体がProDfの活性化に必須で

はなく、野生型とは異なる機構で活性化してい

ると考えられる。

＜参考文献＞

1）　Takahashi　et　al．，　J．　Exp．　Med．　207：　39　（2010）

19



A－2

MBLによる補体第二経路活性化機構の解析

　　　立石恒一朗1、國廣佳孝2、Norafila　Humrawali2、松下　操1・2・3

東海大学・1大学院総合理工学研究科、2大学院工学研究科、3工学部生命化学科

　　　　Analysis　of　the　mechanisms　by　which　MBL　activates　the　alternative　pathway　of　complement

　　　　Koichiro　Tateishii，　Yositaka　Kunihiro2，　Norafila　Humrawali2，　Misao　Matsushita”2’3

iGraduate　School　of　Science　and　Technology，　2Graduate　School　of　Engineering，　3Department　of　Applied

Biochemistry，　School　of　Engineering，　Tokai　University

［はじめに］

　マンノース結合レクチン（MBL）はMASPと複合体を

形成しており、糖鎖に結合するとレクチン経路を活

性化する。この時、MASP－2によりC4とC2が限定

分解される。MBLはレクチン経路の他に第二経路も

活性化する1）。本研究では、ヒト血清より精製した

MBLを用いて第二経路の活性化のメカニズムを解析

した。また、ヒトMBLは様々なサイズのオリゴマー

であるが、3量体のMBLを単離し、第二経路の活性

化について検討した。

［方法］

1）GlcNAc－agaroseと抗MBL－Sepharoseを順次用い

てヒト血清よりMBL－MASPを精製した。また、

MBL－MASPより抗MBL－Sepharoseを用いてMBLとMASP

を分離した。MASPは更に抗MASP－1／3－Sepharoseを

用いてMASP－1／3とMASP－2に分離した。また別途、3

量体MBL（MBL－1）一MASPを単離し、　MBL－1－MASPより

抗MBL－Sepharoseを用いてMBL－1とMASPを分離した。

2）MBLによる第二経路の活性化はELISA法により

検討した。マンナンコートのウェルに各種

MBL（MBL－MASP，　MBLなど）を反応させた後、　MBL除去

C2欠損血清（MC2DS）を反応させ、　C3bのウェルへの

沈着量を測定した。一部の実験にはMC2DSから更に

B因子を除去した血清を用いた。

3）MBL－1に結合しているMASPの種類をウェスタン

プロッティングで検討した。

［結果］

1）MBL－MASPはMC2DS中のC3を活性化した。　C3の活

性化はMBLのみでも起こった。活性化にはB因子を

必要とした。また、MBLとMASPの再構成実験では、

MBLとMASP、　MBLとMASP－2の組み合わせにより、共

にMBL単独に比べて高いC3の活性化が見られた。一

方、MBLとMASP－1／3の組み合わせでは、逆にMBL単

独に比べて活性化が低下した。

2）精製MBL－1画分にはMASP－1，MASP－2およびsMAP

が検出された。MBL－1とMBL－1－MASPはMC2DS中のC3

を活性化した。また、MBL－1とMASPの再構成により

MBL－1の場合よりも高いC3の活性化が見られた。

［考察］

MBL－MASPによる第二経路活性化のメカニズムの一

つとして、MASP－2の作用により生成するC4bが関与

するC2　bypassが考えられる2）。

［文献］

1）　Selander，　B．　et　al．　J．　Clin．　lnvest．　116：1425　（2006）

2）　Matsushita，　M　＆　Okada，　H．　J．　lmmunol．　136：2994

　（1986）
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A－3

認識分子Ficolin欠損マウスの表現型

　　遠藤雄一1、松坂友裕1、石田由美1、岩城大輔1、高橋実、松下操2、藤田禎三1

　　　　　　　　1福島県立医大・医・免疫、2東海大・工・生命化学

　　　　　　　　　　　Phenotypes　of　ficolin－deficient　mice

Yuichi　Endoi，　Tomohiro　Matsuzakai，　Yumi　Ishidai，　Daisuke　lwakii，　Minoru　Takahashii，

　　　　　　　　　　　　Misao　Matsushita2，　Teizo　Fujitai

　　　iDept．　of　lmmunology，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

　　　　　　　　2Dept．　of　Applied　Biochemistry，　Tokai　University

「目的」

　Ficolinは、　N末端側のコラーゲン様構造に

よって重合体を形成し、C末端側のフィブリ

ノーゲン様ドメインによって、病原微生物の

ような非自己を識別すると考えられる。マウ

スでは2種類のFicolinが知られており、マ

ウスFicolin　A（FcnA）はヒトL－Ficolinに、

マウスFicolin　B（FcnB）はヒトM－Ficolinに

相同である。Ficolinの多くは、　MBLと同様、

血中でセリンプロテアーゼMASPと複合体を

形成し、レクチン経路を介して補体系を活性

化することができる。しかし、Ficolinの真

の生理的役割については依然不明な点が多い。

我々は、Ficolinのin　viVOでの役割を明ら

かにするために、三種類のFicolin欠損マウ

スを作製し、その表現型の解析と再構成を試

みた。

「方法」

①FcnA欠損マウスおよびFcnB欠損マウスは

　　ジーンターゲッティング法により作製し

　　た。また、両者の交配によりFcnA／Bダブ

　　ル欠損マウスを作製した。

②補体レクチン経路の構成と活性は、血清

　　または血清のGlcNAcアガロース分画を用

　　いて、ウェスタンプロット法、GlcNAc結

　　合プレート上でのC4沈着活性、細菌表面

　　上でのC3沈着活性により調べた。

③リコンビナントFcnAは、ショウジョウバ

　　エS2細胞で、　FcnBはCHO細胞で作製

　　し、再構成実験などに用いた。

④S．ρneumoniae　D39株は、Fcn　AおよびFcnB

　　に認識されるが、MBL－AおよびMBL－Cには

　　ほとんど認識されない。そこで，この菌

　　を経鼻感染によりマウスに感染させ生存

　率を調べた。

「結果」

①FcnA欠損マウスおよびFcnA／B欠損マウス

　　の血清では、FcnAの欠損のためにこれを

　介するレクチン経路を欠落しており、レ

　　クチン経路の活性が有意に低下していた。

　　これらの血清にリコンビナントFcnAを添

　賭するとMASP／sMAPとの複合体が形成さ

　れ、活性の低下が回復した。FcnB欠損マ

　　ウスの血清レクチン経路は、野生型マウ

　　スと同様の組成と活性を示した。

②Fcn　A欠損マウスの血清のGlcNAc溶出分

　　画を濃縮して解析した結果、FcnBが微量

　　ながら存在することが判明した。リコン

　　ビナントFcnBは、　MASP／sMAPと複合体を

　　形成する能力を示した。

③3．3x106CFUのS．　pnθumoniaθD39株を感

　　染に用いた結果、野生型マウスと比較し

　　て、三種類のficolin欠損マウスの生存

　　率がいずれも低い傾向を示した。

「結論」

　FcnAおよびFcnBは、ともに血液や組織間

液に存在し、レクチン経路を介して細菌など

異物の認識と排除に働いていると考えられる。
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A－4

コレクチンCL－K　1の機能解析

　　　　大谷一城1、吉崎隆之1、森健一郎1、本村亘1、吉田逸朗1、鈴木定彦2、若宮伸隆1

　　　　1旭川医大・医・微生物、2北大人獣共通感染症リサーチセンター・国際疫学部門

　　　　　　　　　　　　　　Functional　analyses　of　collectin　CレK　l

Katsulci　Ohtanii，　Takayuki　Yoshizakii，　Kenichiro　Mori　i，　Wataru　Motomurai，　ltsuro　Yoshidai，　Yasuhiko　Suzuki2，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Nobutaka　Wakamiyai

　　　iDept．　ofMicrobiology　and　lmmunochemistry，　Asahikawa　Medical　University，　Asahikawa，　Japan

2Dept．　of　Global　Epidemiology，　Research　Center　for　Zoonosis　Control，　Holckaido　University，　Sapporo，　Japan

［はじめに］

　コレクチンは、コラーゲン様構造と糖認識領域を

持つ特徴があり、多量体を形成し、糖鎖を有する異

物をパターン認識し排除する自然免疫機能分子とし

て知られている。これまでに、ヒトにおいては、肝

臓で産生され血中を循環しているMBLや肺のサーフ

ァクタントタンパク質であるSP－AやSP－Dが知られ

ており、中でもMBLは、補体活性化のレクチン経路

を担う重要な分子であると考えられている。我々が

見出したCL－K1はこれらの分子と同様のドメイン構

造を有しているが、様々な異なる特徴を有すること

を明らかにしたのでその構造的な特徴や機能解析の

結果について報告する。

［方法］

　コレクチン遺伝子の保存性の高い領域に着目し、

ESTsデータベース検索の結果得られた部分塩基配

列から、その主たる発現部位であるヒト腎臓mRNA

から新規コレクチンCL－K1のクローニングを試みた。

得られた遺伝子全長の塩基配列から組換え蛋白質の

作成を行い、さらに血清からの精製も試み、その機

能について各種解析を行った。

［結果と考察］

　ヒトCL－K1は、813塩基のコーディング領域から

なり271アミノ酸に翻訳されるが、25アミノ酸から

なるシグナル配列を有することから、分泌蛋白質で

あることがわかった。また、従来のコレクチンでは

見られないコラーゲン様領域のエクソンのスプライ

スバリアントが存在することが明らかとなった。

mRNAの発現は、肝臓、副腎、腎臓で高く、免疫組織

染色においてもその局在を確認した。CHO細胞を用

いた組換えCL－K1は、　SDS－PAGE上分子量は約33kDa

であり血清から精製したCL－Klと同様に3量体を基

本とした多量体を形成していたが、血清由来CL－K1

はさらに高度の多量体であった。組換えCL－K1とマ

ンナンとの結合を、単糖の阻害活性で評価するレク

チン活性は、同じレクチンフレームをもつMBL同様、

L一フコース、D一マンノースで高かったが、　GlcNAcと

の高い結合活性は見られなかった。Functional

Glycomicsコンソーシアムの377種類の糖鎖からな

るGlycan　Arrayにおいての結合検討では、　Man－9に

対する極めて高い結合活1生を認めた。さらに異物リ

ガンド結合に関しては、微生物由来のLPSやLTA、

DNAと結合を認めた。また、各種抗体作成による

ELISAシステムを構築し、血清中のCL－K1濃度につ

いて測定を試みたので報告する。

　［参考文献］

1）　Keshi　H　et　a　l．　Microbiol　lmaunol　50：1001－1013

　　（2006？．

2）　Motomura　　W　　et　　a1．　　ノ　　Uistochem　　Cytoehem

　　56：243－52　（2008？．

3）鈴木定彦　他、臨硫覆査52・’861－869（2008？・
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A－5

Streρtococcus　pyogenes　C6結合タンパクの

ナノスケール・バイオイメージング解析

寺尾　豊1、浜田茂幸2、川端重忠1

1阪大院・歯・口腔細菌、2阪大・微研

　　Bioimage　analysis　ofC6－binding　protein　from　Streptococcus　pyogenes　at　the　nanoscale

　　　　　　　　Yutaka　Terao　i，　Shigeyuki　Hamada2，　Shigetada　Kawabata’

iDepartment　of　Oral　and　Molecular　Microbiology，　Osaka　University　Graduate　School　ofDentistry，

　　　　　　　2Research　lnstitute　for　Microbial　Diseases，　Osaka　University

［目的］

　StreρtOCOCCUS　pyogenes感染の侵襲性症例で

は、感染部位に多形核白血球の浸潤がほとん

ど認められない。一因として、s．　pyogenesは

補体免疫系の回避に寄与する多様な病原因子

を発現することが報告されている1・2）。その結

果、s．　pyogenesは組織や血管へ侵入した後に

増殖することが可能となり、種々の組織へ伝

播すると推察されている3）。本研究では、s．

pyogenesのプロテオーム解析を行い、補体C6

に結合する分子を同定した（C6BP）。さらに、

近年の技術進歩が著しいバイオイメージング

機器を用いて補体分子の観察系を構築し、

C6BPが補体系およびS．　pyogenesの免疫回避に

及ぼす影響を解析した。

［方法］

　s．pyogenesの菌体表層町分を抽出し、

SDS－PAGEで展開した。明瞭な電気泳動像を呈

するタンパクを複数選出し、アミノ酸配列の

決定を行った。次に、得られた配列情報を基

に、組換えタンパクおよび遺伝子欠失株を作

製した。続いて、ヒト補体成分および免疫グ

ロブリンの全サブクラスに対する当該組換え

タンパクの結合能を、リガンドプロットおよ

び生体分子間相互作用解析装置で調べた。さ

らに、組換えタンパクに対する抗血清を調製

し、s．　pyogenesにおける当該タンパクの発現

と局在を解析した。1

［結果］

　s．pyogenesの菌体表層画分から、補体成分

C6に結合能を有するC6BPを同定した。　C6は

補体C5bおよび補体C7－C9と膜侵襲性補体複

合体（MAC）を形成する。そこで、　S．　pyogenes

由来のC6BPと、C5bおよびC7－C9のC6親和性

を比較した。その結果、C6BPはC7－C9より

も高い結合定数と結合速度定数を示した。次

に、in　vitroで構i物したMACにS．　pyogenesの野

生株あるいは。6bp嘗物株をそれぞれ添加した

ところ、c6bp欠失株では野生株に比較して培

養後の生存率が低下した。また、この時の菌

体を原子間力顕微鏡でリアルタイム観察した

結果、c6bp一失株ではMAC添加による菌体の

破壊過程が認められた。さらに、組換えC6BP

を添加すると、MAC形成が阻害される像が分

子レベルで観察された。

［考察］

　高速スキャン型の原子間力顕微鏡が、生体

分子の機能解析に有用となる可能性が示され

た。また、S．　pyogenesのC6BP分子がMAC形成

を阻害することで、補体免疫の回避に寄与す

ることが示唆された。

［参考文献］

　1）　Terao　Y　et　al．　J　Biol　Chem　281：14215－1422

　（2006？．

　2）　Terao　Y　et　al．　J　Biol　Chem　283：6253－6260

　（2008）．

　3）　Johansson　L　et　al．　Clin　lnfect　Dis　51．’58－65

　（201　0？．
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B－1

LPSと抗好中球抗体によりマウスに誘導される

　　　　　アナフィラキシー様ショック

　　　　　　田中志典、永井康裕、黒石智誠、遠藤康男、菅原俊二

　　　　　　　　　　　　東北大・歯・口腔分子制御学

Anaphylaxis－like　shock　induced　by　LPS　plus　anti－neutrophil　monoclonal　antibodies　in　mice

　Yukinori　Tanaka，　Yasuhiro　Nagai，　Toshnobu　Kuroishi，　Yasuo　Endo，　Shunji’　Sugawara

　　　Div．　of　Oral　lnmiunology，　Tohoku　University　Graduate　School　of　Dentistry

［目的］

　好中球は、血中に多く存在し、感染初期に

速やかに感染部位へと動員され、病原体の高

温、殺菌を行う重要な免疫担当細胞である。

様々なマウス病態モデルにおいて、好中球の

役割を明らかにするために、抗好中球モノク

n一ナル抗体の投与による好中球枯渇実験が

行われてきた1）。私達はその過程で、偶然、

以下の現象を見出した。即ち、少量のLPSを

投与したマウスに抗好中球モノクローナル抗

体RB6－8C5を静脈注射すると、激しいアナフ

ィラキシー様ショックが発現し、マウスは20

分以内に死亡した。好中球により特異的なモ

ノクローナル抗体1A8の投与によっても同

様のショックが誘導された。本研究において

は、このショックの発症機序を解析した。

［方法］

　雄のBALB／cマウスにLPS（10μg／kg）を

静脈注射し、その2時間後にRB6－8C5（500

pg／kg）を静脈注射する。ショックの重症度は

外見的所見の観察、および直腸温の測定によ

り評価した。

［結果］

　私達は以下の結果を得た。

①LPS投与後、肺と肝臓に好中球の集積が

　　見られた。

②血・小板活性化因子　（PAF；
　　platelet－activating　factor）受容体ア

　　ンタゴニストCV－3988はこのショック

　　の発現を抑制した。

③RB6－8C5投与5分後の肺において、　PAF

　　合成酵素lyso－PAF　acetyltransferase

　　（1yso－PAF　AT）2）のmRNA発現レベルの上

　　昇が見られた。この現象はLPS前投与さ

　　れていないマウスでは見られなかった。

④C5を欠損しているDBA／2マウス3）はこ

　　のショックに耐性であった。

⑤　DBA／2マウスでもLPS投与により肺と

　　肝臓に好中球が集積した。しかし、

　　RB6－8C5投与後のlyso－PAF　AT　mRNA発

　　現レベルの上昇は見られなかった。

［考察］

　RB6－8C5と1A8　は好中球特異的膜抗原

Ly－6Gを認識するモノクローナル抗体である

1）。私達は以上の結果から、次のようなメカニ

ズムを考えている。即ち、LPS投与により肺

や肝臓に集積した好中球にLy－6Gを介した

刺激が入ると、PAF合成が促進され、急激な

アナフィラキシー様ショックが誘導される。

C5はこのPAF産生に必須である。その機序

は今後明らかにしたい。

［結論］

LPSと抗好中球抗体によりマウスに誘導され

るショックは、PAFとC5に仲介される。

［文献］

1）　Daley　J．M．　et　al．　」．　Leukoc．　Biol．　83：　64－70

　　（2008？．

2）　Shindou　H．　et　al．　1．　Biol．　Chem．　282；

　　6532－6539　（2007）．

3）　Ooi　M．　et　al．　Nature　282：　207－208　（1979）．
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B－2

ピーナッツはC4を介して補体を活性化する

見玉利尚、関根英治、高橋実、岩城大輔、遠藤雄一、藤田禎三

　　　　　　　　福島県立医大・医・免疫

　　　　　　　　　　　　　　Peanuts　activate　complements　via　C4．

Toshihisa　Kodama，　Hideharu　Sekine，　Minoru　Takahashi，　Daisuke　lwaki，　Yuichi　Endo，　Teizo　Fujjta

　　　　　　Dept．　of　immunology，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

【目的】補体活性化は生体防御に深く関与している

が、アレルギー性疾患にも深く関与していることが

明らかとなってきている。2009年にピーナッツより

抽出されたタンパク質に補体活性化能があることが

示され、マウスにおけるピーナッツアナフィラキシ

ーショックに補体活性化が関与していることが明ら

かとなった1）。しかし、ピーナッツによる補体活性

化の詳細な機序は未だ解析されておらず、我々はC4

欠損マウス及び各種Mannose　binding　lθctin

associated　serine　protease（MASP）欠損マウスを用

いて、ピーナッツによる補体活性化経路に関する検

討を実施した。

【方法】市販のピL・一一一ナッツより硫酸アンモニウムを

用いた分画でタンパク質を抽出した。ピーナッツ抽

出物（PE）をプレL一一一一ト上に固相化し、各種マウス血

清を用いてC3沈着を測定した。また、同様の方法で

固相化PEに沈着する各種抗体及びClqを検出した。

ilt　Vi　VOにおいてはPEを直接静脈内に投与し、血漿

中のC3a濃度をELISA法で測定した。

【結果】固相化PEと野生型マウス血清をインキュベ

ートしたところ、PEの用量依存的にC3沈着が認め

られた。EGTAを添加したCa2＋非存在下及びC4欠損

マウスの血清を用いた場合においては、PEによるC3

沈着は認められなかった。また、MASPI／3欠損マウ

ス血清を用いた場合においてC3沈着はやや減弱し、

MASP2／sMAP欠損マウス由来血清を用いた場合のC3

沈着は野生型マウスと同様に認められた。野生型マ

ウス血清を固相化PEとインキュベーションしたと

ころ、Clq、　IgG2a及びIgG2bがPEの用量依存的に

沈着した。IgM及びIgG3のPEへの沈着は検出され

なかった。

■n　vi　voにおいては、野生型マウスに直接PEを静脈

内投与したところ、血漿中C3a量が著しく増加した。

C4欠損マウスにおいてはPEによる血漿中C3a量の

増加がほとんど起こらず、MASP2／sMAP欠損マウスに

おいては血漿中C3a量の増加が一部抑制されていた。

またMASP1／3欠損マウスにおいてはPEによって野生

型マウスと同程度に血漿中C3a量が増加した。

【考察】PEによる補体活性化はin　vi　tzOにおいて

C4及び古典的経路を介して起こることが示唆され

た。またin　7ル。においてもPEはC4を介して補体

活性化を引き起こすが、その経路は古典的経路とレ

クチン経路の2経路を介すると考えられた。従って、

ピーナッツによる補体活性化は複数の抗原、複数の

経路によって引き起こされるものと考えられる。プ

レートに固相化された古典的経路を活性化する抗原

は比較的サイズの大きいもの、レクチン経路を介す

る抗原はサイズの小さいものと推測している。

【結論】ピーナッツによる補体活性化はC4を介する

古典的経路及びレクチン経路を介して引き起こされ

る。

【文献】

1）　Khodoun　M．　et　al．　J　AIIergy　Clin　lmmunol．　123：

342　（2009）
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B－3

新型HIN1インフルエンザの重症化における

　　　　補体アナフィラトキシンの関与

太田里永子1，伊藤嘉規2，鳥居ゆか2，木村宏3，岡田則子1，今井優樹1

　1名市大・医・免疫，2名大・医・小児科，3名大・医・ウイルス

Complement　Anaphylatoxin　involvement　in　the　infection　with　complicated　2009　H　I　N　1　influenza．

Rieko　Ohtai，　Yoshinori　lto2，　Yuka　Torii2，　Hiroshi　Kimura3，　Noriko　Okadai　and　Masaki　lmai　1　i

　lDepa血ient　of　lmmunology，　Nagoya　City　University　Graduate　School　of　Medical　Sciences

　　　　2　Department　ofPediatrics，　Nagoya　University　Graduate　School　ofMedicine

　　　　3Depa血nent　of　Virology，　Nagoya　University　Graduate　School　ofMedicine

〈はじめに＞

　2009年4月にWHOよりHIN1パンデミック宣言

が出された1）・2）。日本においても、5月に初

めてのoutbreakが確認され、それ以来、全国

的に流行した。感染患者のうち死亡者は季節

性のインフルエンザに比べて低いものの、重

症化した症例は、15歳以下の小児を中心に多

数報告された3）。

　感染防御において、補体は重要な役割を果

たしているが、過剰な補体活性化による補体

分解産物C5aアナフィラトキシンの過剰産生

は、敗血症や多臓器不全等の重篤な病態の要

因のひとつである。そのメカニズムとして、

サイトカインストームを引き起こし、それに

より、多臓器不全に陥ると考えられる4）一6）。

　そこで、アナフィラトキシンが、2009HIN1

インフルエンザの病態に関与するかどうかを

検討するため、新型インフルエンザ小児患者

の血清中のサイトカイン、innate　i㎜unity

の活性化物質であるhigh－mobility　group　box

1（HMGB　1）などの炎症性物質と、アナフィラト

キシンの濃度を測定し、さらにその関連を検

討した。

＜方法＞

　RT－PCR法によりHIN1新型インフルエンザに

感染したと診断された25症例（7．0±2．　1歳）

について、急性期及び、回復期に採取された

血清中のHMGB1とアナフィラトキシン（C5a，

C4a，　C3a）濃度を、それぞれHMGBI　ELISA　kit

（Shino－test）とAnaphylatoxin　ELISA　kit

（BD）にて測定した。また27種類のサイトカイ

ン・ケモカイン濃度はmultiplex　beads－based

assay　（Bio－Plex　Pro　Human　Cytokine　27－plex

Assay　Beads　Assay）で測定した。

〈結果と考察〉

　発熱から3日以内（1．0±1．0日）におけ

る血清中C5a、　C4a、　C3aの濃度を測定したとこ

ろ、コントロール群（重症合併症のないイン

フルエンザ患者）で健常人より有意に高値を

示したが、重症化群とコントロール群で有意

な差は認められなかった。今回用いたELISA

での測定方法では、不活化型C5a－desArg、

C4a－desArg、C3a－desArgと、活性化型Csa，

C4a，　C3aを区別することはできない。補体反

応は、ウイルス感染初期に即時的に増幅され、

発熱から3日以内の血清では、活性化型と不
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活化型が混在する状態であると考えられるた

め、重症化群とコントロール群で差が認めら

れなかったと推察される。

　発熱から4日以降（6．7±3．0日）の血清

を回復期とし、急性期の血清と比較したとこ

ろ、回復期においてC3aは有意に低下を示した

（p＝0．029）。一方、C5a、　C4aは急性期と回復期

で有意な差は認められなかった。C3aとC4a、

C5aの値には、それぞれ相関が認められること

から、今回、回復期として血漿を採取した日

よりも、遅れて、C4aとC5aが低下してくるの

ではないかと考えられた。

　次に重症化群と、コントロール群で、27種

のサイトカインとHMGB　1の値を測定した。コン

トロール群と比較して、重症化野において、

IL－5、　IL－6、　RANTESで有意に高値を示した

（　IL－5　P＝O．　OOI，　IL－6　P＝O．002，　RANTES

p＝o．　021）　．

　次に、アナフィラトキシンと、27種のサイ

トカイン及びHMGB1の相関を調べた。　C5aにお

いて、IL－2と相関が認められた（P＝0．025，

R2＝0．200）。　C4aについては、　IL－1raと強い相

関が認められ（P〈0．0001，R2＝0．72）、

Eotaxin（P〈O．　OOOI，　R2＝O．547）．　MCP－1（MCAF）

（P〈O．OOOI，　R2＝O．495）　．　PDGFbb（P＝O．004，

R2＝0．307）、VEGF（P＝0．008，　R2＝0．272）とも相

関が認められた。C3aにおいては、　IL－2

（P＝0．003，R2＝0．320）とIFN一’y（P＝0．016，

R2＝0．226）に相関が認められた。

　これらは、2009年HIN1インフルエンザウイ

ルス感染における重症化の要因としてアナフ

ィラトキシンの関与を示唆する結果は得られ

なかったが、過剰な補体活性化によるアナフ

ィラトキシンの過剰産生は、炎症性物質の産

生増大に関与することが推察された。

＜参考文献＞

1）　F．　S．　Dawood　et　al．，　Engl　J　Med，　360，　2605

　　　（2009）．

2）　C．　Fraser　et　al．，　Science，　324，　1557　（2009）．

3）　T．　Kamigaki．，　PLoS　Curr　lnfluenza，　RRN　I　139

　　　（2009）

4）　M．　A．　Flierl　et　al．，　FASEB　J，　22，　3483　（2008）．

5）　D．　Rittirsch　et　al．，　Nat　Med，　14，　551　（2008）．

6）　J．　C．　Schefold　et　al．，　Shock，　28，　418　（2007）．
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B－4

慢性白血病由来K562細胞を用いたヘミン誘導性赤血球分化モデルにおける

部分的アポトーシス機構の役割

　　　　　西浦　弘志、山本　哲郎

熊本大学・大学院生命科学研究部・分子病理分野

The　role　of　a　partial　apoptotic　system　in　the　hemin－induced　erythropoietic　model　of

　　　　　　　　　　　　　　chronic　leukemia　K562　cells

　　　　　　　　　　　　Hiroshi　Nishiura，　Tetsuro　Yamamoto

　Dept．　of　Mol．　Pathol．，　Faculty　of　Life．　Sci．，　Kumamoto　Univ．，　Kumamoto，　Japan

【はじめに】

アポトv一一一一シス細胞が遊離するS19リボソーム蛋白質

（RP　S19）二量体は、補体C5aレセプター（C5aR）を介

してアポトーシス増幅作用と単球・マクロファージ

走化作用を持つ［1］。従って、RP　S19二量体・C5aR

機構は、アポトーシス細胞処理機構の中心的役割を

担う。

　近年、RPS19遺伝子変異が原因のダイヤモンド・

ブラックファン貧血症等の研究より、エリスロポエ

チンやRPS19単量体等の抗アポトーシス作用による

赤血球幹細胞維持が報告された［2］。一方、赤芽球の

成熟分化に部分的アポトーシス作用やマクロファー

ジによる脱藩処理作用が必要であるか否かの論議に

は、決着が着いていない［3］。

　我々は、部分的アポトーシスに陥った赤芽球由来

のRPS19二量体による赤芽球成熟促進とマクロファ

ージの三民処理増幅を仮定した。この仮説を検証す

るために、今回、慢性白血病K562細胞のヘミン誘導

性赤血球分化［4］とマクロファージによる脱核処理

を合わせ持つin　vitroモデルを構築し、アポトーシ

ス機構の成熟分化への関与を検討した。

【方法】

（1）K562細胞を、通常の30　nMヘミン存在下と1nM

サイクロスポリン・4g／Lグルコース添加下の2条

件にて24日間培養し、分化過程の形態学的変化をレ

ーザー顕微鏡で観察した。（2）赤色蛍光蛋白質RFP

核標識K562細胞由来赤芽球と緑色蛍光蛋白質GFP

標識白血病HL－60細胞由来マクロファージを共培養

し、脱核処理を位相差顕微鏡およびFACSにて観察し

た。（3）アポトーシス機構の関与を検討するために、

マンガン（II）誘導アポトーシスに耐性の

K562（R－K562）亜株を樹立し、分化過程の形態学的変

化をレーザー顕微鏡で観察した。（4）更に、アポトー

シス機構およびRP　SI9二量体・C5aR機構の関与を

確認するために、蛋白質産生変化をウエスタン法で

観察した。

【結果】

（1）K562細胞は、通常の30　nMヘミン存在下8日間

培養により赤芽球まで分化するが、それ以降の分化

には制限が掛かる。しかし、1nMサイクロスポリン・

49／Lグルコース添加24日間培養により、低率では

あるが赤血球が観察できた。（2）K562細胞由来赤芽

球の脱核物が、HL－60細胞由来マクロファージに貧

食されていた。（3）R－K562細胞では、赤芽球までの

分化が遅延するとともにトランスグルタミナーゼ・

C5aR・RP　S19二量体の発現も遅れた。その際、　HL－60

細胞由来マクロファージによる脱核処理も認めなか

った。

【考察】

（1）ヘミンによる赤血球分化誘導には、サイクロスポ

リンの抗アポトーシス作用、高グルコースによる解

糖系の促進、マンガン（II）誘導アポトーシス関連経

路の関与が必要である。（2）C5aR・RP　S19二量体機

構の赤血球分化機構への関与が示唆された。

【文献】

［1］　Semba　U．　Am　J　Pathol．　2010；176：1542－51．

［2］　Flygare　J．　Blood．　2007；109：980－6．

［3］　Droin　N．　Front　Biosci．　2009；14：2358－71．

［4］　Koeffler　HP．　Blood．　1980；56（3）：344－50．
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B－5

乳酸によるIL－23非依存的なIL－17産生増強経路

　　　井上徳光1、藪政彦1、志馬寛明1・2、松本美佐子2、瀬谷　司2、赤澤　隆1

1大阪府立成人病センター研究所・分子遺伝学、2北海道大学大学院医学研究科・免疫学

　　　　　　　　　　　　IL－23－independent　enhanced　IL－17　production　by　lactic　acid

　　Norimitsu　lnoue　i，　Masahiko　Yabu　i，　Hiroaki　Shime　i’　2，　Misako　Matsumoto2，　Tsukasa　Seya2，　Takashi　Akazawai

iMolecular　Genetics，　Osaka　Medical　Center　for　Cancer，　2Microbiology　and　lmmunology，　Graduate　School　ofMedicine，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Holckaido　University

［はじめに］

　IL－17産生と様々な自己免疫疾患や癌周囲の炎症

との関連性が指摘されている。IL－17を産生するTh17

細胞は、Naエve　T細胞からIL－6とTGF一βの存在下で分

化誘導されるが、IL－1b，　IL－23，　IL－21，　IL－22など

のサイトカインによって、その分化が促進されるこ

とが報告されている。また、プロスタグランジンE2

や補体の活性化によるC5aもTh17細胞の分化やIL－17

産生に関与することが報告され、Th17細胞やIL－17

の関与する炎症が、様々な因子により制御されてい

ることが明らかになってきている。我々は、昨年ま

での本シンポジウムで、癌から分泌される乳酸が、

Toll－like　receptor（TLR）シグナルと協調的に働き、

IL－23の分泌を促進することにより、IL－17産生を増

強することを報告した（1）。今回、IL－23の関与しな

い経路によっても、乳酸が、IL－17産生を増強するこ

とを明らかにしたので、報告する。

［方法］

（1）MHCクラスIIに提示されたOvalbumin（OVA）ペプ

チドを認識するTCRトランスジェニックOT－IIマウス

脾臓からCD4＋細胞とC57BL／6Jマウス脾臓からCDllb＋

細胞と精製し、乳酸存在下でそれらを混合培養し、

IL－17産生量を測定した。

（2）IL－12，　IL－23，　IL－12p40hoinodimerの関与を検討

した。

（3）IL－17産生に関与することが知られているIL－1β

の関与を検討した。

［結果］

（1）抗CD40L抗体、抗IL－12p40抗体による阻害実験よ

り、CD40L－CD40相互作用によるIL－12p40の誘導が、

重要であることを証明した。しかし、抗IL－23p19抗

体による阻害実験から、IL－17の産生増強に、　CDllb＋

とCD4＋細胞の共培養では、　IL－23は関与していないこ

とが明らかになった。また、IL－23p19のmRNAの発…現

は誘導されたが、IL－23蛋白は、検出されなかった。

（2）IL－12p40をサブユニットにもつ3つのサイトカ

インIL－12，　IL－23，　IL－12p40homodimerのうち、IL－23

のみ、IL－17産生を増強したが、乳酸の方がより強力

にIL－17産生を増強した。

（3）IL－1βの産生は、乳酸により変化しなかった。

IL－1bの阻害によりIL－17産生は、著しく抑制された

が、乳酸によるIL－17産生増強は観察された。

［考察］

　今回、乳酸は、TLRリガンドの存在しない状態では、

IL－23ではなく、主にIL－12p40を含む新規サイトカイ

ンによりIL－17産生を増強している可能性を示唆す

るデータを得た。癌周囲のような慢性炎症状態では、

IL－23より、むしろIL－23非依存的な経路によって

IL－17産生が誘導されている可能性が考えられ、

IL－17産生には、より重要かもしれない。今後、乳酸

をセンスするメカニズムやIL－23非依存的な新規

IL－17産生増強経路を解明していきたい。

［参考文献］

1）Shime，　H．　et　a1．　ノ＝　lzzzmuno－1．　180：7175　（2008）
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B－6

樹状細胞MyD88経路によるNK細胞の活性化機構

瀬谷　司1、初谷良子1、東　正大1、志馬寛明1、松本美佐子1、井上徳光2、赤澤　隆2、

　　　　　　　　　　　　　　藤i本ゆかり3、深瀬浩一・3

1北海道大学大学院医学研究科・免疫学、2大阪府立成人病センター研究所・分子遺伝学、

　　　　　　　　　　　　　3大阪大学理学部合成化学講座

　　　How　myeloid　dendritic　cells　drive　NK　activation　via　the　MyD88　pathway

Tsukasa　Seyai，　Ryoko　Sawahatai，　Masahiro　Azumai，　Hiroaki　Shimei，　Misako　Matsumoto　i，

　　　　Norimitsu　lnoue2，　Takashi　Akazawa2，　Yukari　Fuj　imoto3，　Koichi　Fukase3　’

iMicrobiology　and　lmmunology，　Graduate　School　of　Medicine，　Holtkaido　University，

　　　　　　　2Molecular　Genetics，　Osaka　Medical　Center　for　Cancer，

　　　3Department　of　Chemistry，　Graduate　School　of　Science，　Osaka　University．

［はじめに］

　微生物感染の初期応答はtype　I　interferon（IFN）

に代表される即時的なサイトカイン応答とそれに続

くNK細胞の活性化に代表される。　NK細胞はIL－12，

IL－18，　IL－15，　IFN一αなどの胎生メディエー諸口に

よって樹状細胞非依存性に活性化される。これとは

別にNK細胞は樹状細胞依存性に細胞接着によって

も活性化する。このとき、樹状細胞は特有な成熟化

状態にシフトする必要があり、それを起動する特異

シグナルがある。我々はTo11受容体（TLR）シグナ

ルなど微生物パターン分子に依って起動するシグナ

ルが樹状細胞のNK活性化のドライブに重要である

ことを証明してきた（1）。TLRのシグナル伝達はア

ダプター分子、MyD88とTICAM－1（TRIF）にスイッチ機

構iがあり、MyD88経路は微生物応答性宿主炎症の起動

に、TICAM－1経路は主にtype　I　IFN誘導に携わる。

我々はMyD88経路、　TICAM－1経路がそれぞれ異なった

モードで樹状細胞にNK活性化能を付与することを

証明してきた（1，2）。本報告ではMyD88経路のNK活

性化機構をTLR2アゴニスト、　diacyl　lipopeptides

（Pam2Cys）を用いて解析し、　peptide配列がNK活

性化に深く関与することを発見したので報告する。

［方法］

（1）TLR2一／一，　MyD88一／一miceは審良研（阪大）より

恵与された。TICAM÷／一，　IPS－1一／一miceは当研究

室で作製した。マウスは全てSPF環境で管理し、動物

実験指針（北海道大学）に従って扱った。　（2）マウ

ス樹状細胞は骨髄から、NK細胞は脾臓から既報に従

って調整した。（3）各種Pam2CysはStaphyloooccus

aurθusのdatabase（DOLOP）から深瀬研（阪大理）で

合成された（3）。　（4）CytokineはELISAによって

定量した。NK活性化は標的細胞（B16D80r　YAC－1）

を51Crラベルして細胞傷害活性を測定した。

［結果と考察］

　Wild－type　mice樹状細胞を各種Pam2Cys（1－

19）100nMと混合し、4時間後にNK細胞を同数加え

て24時間置くとNK細胞が活1生化した。　Trans－well

assay，抗体阻害などからこのNK細胞活性化は液生

因子に依らずcell－cell　contactによって誘導され

ることが判明した。TLR2，　MyD88　KO　miceから調整

した樹状細胞はPam2CysによるNK活性化を誘起せず、

TICAM－1　KO　mice樹状細胞はNK活性化を起動した。

従って、樹状細胞はTLR3／TICAM－1経路以外に、

TLR2／MyD88経路によるNK活性化経路を持つことが

判明した。
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　Pam2Cysの後続ペプチドについてNK活性化を検討

した。Pam2CSKKKKがTLR2アゴニストとして使われて

いる。Pam2CSKにNK活性化作用は無く、CSKK以上の

長さがあればNKを活性化した。ペプチドの長さを10

個程度とすると、Pam2CysのペプチドがC末近くにLys

を含む場合、強いNK活性化を惹起した。一方、　N末

Cysの近傍にProや疎水アミノ酸が位置する場合、　NK

活性化は殆ど起きなかった。

　Cysの後のPro／Leu／lleをSer／Asnに変換すると、

これらの変換Pam2Cys　peptidesはNK　V舌性化能を回

復した。以上から樹状細胞依存性のNK細胞活性化は

既報のTICAM－1経路（4）以外にMyD88経路に依って担

われることが明らかになった。S．　aureusのPam2Cys

にはこのNK活性化経路を選択しないものがあり、そ

れらはペプチド配列に水素結合阻害性アミノ酸を含

むためであることが証明された。

　細菌のリポペプチドがNK細胞を活性化しないよ

うに特化した理由は不明であるが、感染細胞の生存

や慢性持続性感染の成立のためにこのNK活性化の不

’応答性は有利に働くかもしれない。

　［参考文献］

1）　Akazawa　T．　et　al．　P7VAS．　180：　7175　（2007）

2）　Azuma　M．，　Hatsugai　R．　et　al．　1？LoSO！VE　（in　press）

　　（2010）

3）　Fuji’moto　Y．　et　al．　Chembiochem　10：　2311　（2009）

4）　Ebihara　T．，　Azuma　M．　et　al．　IEmp　Med　（in　press）

　　（2010）
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C－1

異種移植における補体の活性化と凝固の促進

　　　　　　三輪祐子1、山本晃士2、羽根田正隆1、岩崎研太1、劉大革1、矢崎智子4・3、

　　　　　　　　　岩元正nv　4・　3、大西彰3、打田和治5、中尾昭公6、小林孝彰1・6

1名古屋大学免疫機能制御学、2名古屋大学輸血部、3農業生物資源研究所、4プライムテック株式会社、

　　　　　　　　　　　　5名古屋第二赤十字病院、6名古屋大学消化器外科

　　　　　　　　Complement　activation　and　procoagulant　state　in　Xenotransplantation

　　　　　　　iDepartment　ofApplied　lmmunology，　Nagoya　University　School　of　Medicine，

　　　　　　2Department　of　Transfusion　Medicine，　Nagoya　University　School　ofMedicine，

　　　　　　　　3Department　of　Transplant　Surgery，　Nagoya　Daini　Red　Cross　Hospital，

　　　　　4Department　ofDevelopmental　Biology，　National　lnstitute　ofAgrobiological　Sciences，

　　　　　5Prime　Tech　LTD，　6Department　of　Surgery　II，　Nagoya　University　School　ofMedicine

【背景、目的】異種移植において、主要異種抗原

（alpha　Gal抗原）末梢ブタ，ヒト補体抑制遺伝子

（human　DAF，　MCP）導入ブタの臓器を使った、ヒヒと

の移植実験で、凝固障害による微小血管病変が問題

となっている。抗原抗体反応による補体活性の抑制

不足によって起こっているのか、あるいは抗凝固因

子の分子間不適合による凝固系の詠進によるのか

解明されていない。異種移植での補体系の抑制が凝

固系制御にどのように関わっているのか検討し、ブ

タと霊長類の間で分子レベルの不適合が報告され

ている抗凝固因子human　thrombomodulin（hTM）1）の

補体抑制効果も検討した。

【方法】ブタ血管内皮細胞（PAEc）は、　hDAF－TG　pig

とα一Ga1抗原を切断する酵素EndoGalC－pigを掛け

合わせたpig由来PAEC（hDAF／EndoGalC－PAEC）を用い

た。hTMはelectroporationによりPAECに導入し

た。新鮮ヒト血清とPAECを反応させ、　IgG，　IgM，　C3d

沈着をflow　cytemetry（FCM）で測定した。凝固系の

指標は、thrombin　generation　assayによって評価

した。

【結果】hDAF／EndoGa　lC－PAECのヒト新鮮血清刺激に

よる。3d沈着と抗ブタ抗体価（lgG，　IgM）は、　wildの

PAECに比較して50％抑制した。　hTMを導入した、

hDAF／EndoGa　1C／hTM－PAECのC3d沈着は

hDAF／EndoGalC－PAECに比して有意な抑制はなかっ

た。一方凝固系の指標であるthrombin産生は、（wild

PAEC，　hDAF／EndoGa　lC－PAEC，　hDAF／EndoGalC／hTM－PAE

C：6．741U／ml，2．081U／ml，1．191U／ml）と有意な減少

を認めた。2）

【考察　総括】内皮細胞への抗体接着を抑え、ヒト

の補体抑制遺伝子を加えると、補体抑制がかかり、

さらに凝固系が抑制されることがわかったが、まだ

凝固系制御には不十分である。抗凝固因子の

thrombomodulin（TM）は、今回C3dの沈着抑制には、

有意な差はみられなかったが、C3a，　C5aを不活化す

るTAFIを活性化することが知られている。　TMがア

ナフィラトキシンを抑制することが、thrombin産生

にどのように関わっているかを調べることが今後

の課題である。

【参考文献】

1）J．C．　Roussel　et　al．　American　Journal　of

Transplantation　8：1101－1112　（2008）

2）Y．Miwa　et　al．　Xenotransplantation　17：26－37

（2010）
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C－2

低補体血症性奪麻疹様血L管炎の1例

林　宏明1、笹岡俊輔1、松浦浩徳1、秀　道広2、藤本　亘1

　　　　　　　　　1川崎医大・皮膚科

　　　　　　　　　2広島大・皮膚科

　　iDept．　of　Dermatology，　Kawasaki　Medical　School

　2Dept．　of　Dermatology，　Hiroshima　University　Medical　School

　奪麻疹様血管炎は皿型アレルギーを示唆す

る免疫複合体が関与する疾患である。今回、

当科で様々な治療に抵抗した抗Clq抗体陽性

の奪麻疹様血管炎の症例を経験したので報告

する。

［症例］

31歳、女性。2005年10．月頃から奪麻疹が出

現するようになり近医にてステロイド内服に

て治療するも完治せず2006年2H当科を紹介

され受診。初診時、眼球結膜の充血、両手～

前腕、腰部に浮腫性紅斑を認めた。血算、生

化学には特記すべき異常を認めず、抗核抗体

（ELISA）は21．6と弱陽性であるが特異抗体

は全て陰性でC326．7mg／dL、　C43．7mg／dL、

CH50〈10　U／mしと低補体血症があり、Cl

inactivatorは正常であったがClq結合免疫

複合体39．8（＜3．0）μg／mL、抗Clq抗体陽性

であった。病変部皮膚の生検組織では血管周

囲への多核白血球浸潤がみられ、蛍光抗体直

接法では血管壁、基底膜部にIgG，　C3，　Clqの沈

着を認めた。低補体血症を伴う專麻疹様血管

炎と診断し、少量のステロイド薬、DDS内服

で治療開始したが次第に治療抵抗性となり、

ステロイドパルス療法は無効、メシル酸ナフ

ァモスタットは持続点滴中に限り膨疹を抑制

でき、現在、広島大学病院にてミコフェノー

ル酸モフェチル内服により寛解を得ている。

　詳細な補体の解析を神戸常盤大学の補体チ

ームに依頼したところCH50，　C4，及びC2が著

しく低値であった。また、C3活性、　C3tota1

もACH50も著明な低値を示していた。一方、

C5、　C6、　C7、　C8及びC9はほとんど基準値で

あった。以上の結果より、古典経路と第2経

路の両方が著しく活性化されている例である

ことがわかった。

　低補体血症性葬麻疹様血管炎
（hypocomplementemic　urticarial　vasculitis

syndrome：HUVS）は、1973年に低補体血症と

ともに、＃麻疹様紅斑、または血管浮腫、関

節痛、関節炎、腹痛、腎障害を示した血管炎

）bXN　hypocomplementemia　with　cutaneous

vasculitis　and　arthritisとして初めて記載

され、その後、Zeissらにより同様の症例で

補体Clq分画が著しく減少し、血清中のClq

沈降素が陽性であることが明らかとなり

hypocomplementemic　vasculitic　urticarial

syndromeとして報告された疾患である1）。本

疾患はClqに対するIgG自己抗体が全例で証

明され、診断に必須である。これが病態形成

に果たす役割はいまだに不明であるが、抗Clq

抗体が組織に沈着した免疫複合体あるいは血

液中のClqにおけるcollagen－！ike　regionと

結合し、C1に続く補体の古典的経路を活性化

して炎症に導くものとして考えられている2）。

本例でも抗Clq抗体は陽性が持続していたが、

抗体価と病勢の相関は認めなかった。また低

補体血症も著明であったが、全経過を通じて

改善はしていない。

［参考文献］

1）　Zeiss　CR．　A〃z　」」Med　68：867－875（1　986リ．

2）　Wisnieski　JJ．　CMrr　OLpin　RheumatoL　12：24－

　　31　（2000？．
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C－3

発作性夜間ヘモグロビン尿症4症例におけるヒト化モノクローナル

　　　　　抗C5抗体（Eculizumab）の効果および安全性の検討

野地秀義、七島勉、高橋裕志、小川一英、竹石恭知

福島県立医科大学医学部　循環器・血液内科学講座

　　Effectiveness　and　safety　of　treatment　with　Eculizumab　in　4　patients　with　PNH

Hideyoshi　Noji’，　Tsutomu　Shichishima，　Hiroshi　Takahashi，　Kazuei　Ogawa，　Yasuchika　Takeishi

　　　　Department　of　Cardiology　and　Hematology，　Fukushima　Medical　University

［目的］発作性夜間ヘモグロビン尿症（PNH）は造

血幹細胞レベルでのPIG－A遺伝子変異により各

種血液細胞でglycosylphosphatidylinositol

（GPI）アンカー膜蛋白が複合欠損するため、血

管内溶血（補体溶血）や血栓症などを来す後天

性・慢性の血液疾患である。従来、PNHの薬物

療法として補体溶血に対しては副腎皮質ステ

ロイドやハプトグロビンなどが使用されてき

たが確実な効果が得られたとはいえなかった。

最近開発されたEculizumabは補体C5に対する

遺伝子組換えヒト化モノクローナル抗体であ

り、海外ではPNH症例の補体溶血への有効性が

確認された。今回、我々は「Eculizumab　phase

Hstudy」に参加したPNH4症例に対し約2．5

年に渡りEculizumabを投与したので、その効

果・安全性を報告する。

［方法］対象は36－60歳の男性2例および女性2

例。厚生労働科学研究「特発性造血障害に関す

る調査研究班」のPNHの診断基準に準じて診断

された古典的PNHが2例、骨髄不全型PNH2例

で輸血依存性であった。Eculizumab　600　mg／回

点滴静注を毎週1回、合計4回試行し、その後、

900mg／回を2週毎に点滴静注した。　Eculizumab

投与開始前および投与日に臨床症状、末梢血液

検査、生化学検査、フローサイトメトリーによ

る赤血球におけるCD59の発現を検討した。

［結果］Eculizumab投与前の検査データはHb　8

±　2　（6．2－10．3）　g／dl．　WBC　5200　±　2400

（2800－7300）／μL、PLT　16．1±5．9万（9．4－22

万）／μL、Ret　16．1±10．3万（8．1－31．4

万）／μL、LDH　1753±744（1064－2650）IU／L、

CD59欠損赤血球63．4±18．8（48．2－90．9）％

であった。Eculizumab投与後、全症例でLDH

は速やかに減少し、1ヶ月後には179±55

（108－223）IU／しとほぼ正常化し、その後も持続

した。Hbは全症例で徐々に改善し、6ヶ月後に

は9．1±2．8（6．6－13．0）g／d1となり、輸血

に関しては投与期間中1症例のみが赤血球輸血

2単位を施行されただけであった。CD59欠損赤

血球の割合は全症例で徐々に増加し、投与後6

ヶ月後では88．6±13．1（69．2－97．5）％とな

り、その後は安定した。WBCおよびPLTはそれ

ぞれ3600±1500（2400－5600）／μしおよびPLT

13．4±2．8万（10．7－17．2万）／μしと軽度の減

少傾向をきたすも有意差は認めなかった。また、

全症例で血栓症を発症しなかった。治験期間を

通して1例で2度の38℃以上の発熱がみられ、

また1例で前腕の真皮欠損をきたす外傷を起こ

したが、いずれも抗生剤などにて速やかに軽快

した。その他の重篤な有害事象は見られなかっ

た。

［考察および結論］Eculizumabは病態の異なる

PMI症例の補体溶血に対して有効であり、かつ

安全に投与された。今後は補体溶血をきたす

PNH症例へのEculizumabの適応基準をより明

確にすべきと考えられた。
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C－4

遺伝性血管性浮腫（HAE）6家系の遺伝子解析

　堀内孝彦1、塚本浩1、有信洋二郎1、井上靖1、新納宏昭1、吉澤滋2、生野英祐3、

　　　　高村和人4、町田治久5、辻岡馨6、前原潤一7、赤司浩一1、山本哲郎8

　　　　　1九州大学免疫・膠原病・感染症内科、2国立病院機構福岡病院、

3生野リウマチ整形外科クリニック、4福島生協病院、5国立病院機構嬉野医療センター、

　　　　6日本赤十字社和歌山医療センター、7済生会熊本病院、8那珂川病院

　　　　　　　　Genetic　analysis　of　6　patients　with　hereditary　angioedema

　Takahiko　Horiuchii，　Hiroshi　Tsukamoto　i，　Yoj　iro　Arinobui，　Yasushi　lnoue　i，　Hiroaki　Niiro　i，

　　　　Shigeru　Yoshizawa2，　Eisuke　Shono3，　Kazuto　Takamura4，　Haruhisa　Machida5，

　　　　　Kaoru　Tsuj　ioka6，　Junichi　Maehara7，　Koichi　Akashii，　Tetsuro　Yamamoto8

iKyushu　University　Hospital，　Department　of　Clinical　lnrmunology，　Rheumatology　and　lnfectious

Diseases，　2National　Fukuoka　Hospital，　3Shono　Rheumatology　Clinic，　4Fukushima　Seikyo　Hospital，

　　　　5Ureshino　Medical　Center，　6Japanese　Red　Cross　Wakayama　Medical　Center，

　　　　　　　　　7Saiseikai　Kumamoto　Hospital，　8Nakagawa　Hospital

〈はじめに〉

　遺伝性血管性浮腫（Hereditary

angioedema：HAE）は反復する限局性の

浮腫を主徴とし、しばしば激烈な腹痛や、

致命的な喉頭浮腫を呈する。その病因は

Clr，　Clsに対する抑制因子であるC1イン

ヒビター（CIINH）の欠損もしくは機i能異常

による遺伝性疾患である。

　欧州では各国にHAEセンターが設立さ

れHAEの有病率や症状の把握、治療体制

の確立、遺伝子異常の解析が精力的に行わ

れている。一方本邦では、有病率をはじめ

とした体系的な情報は皆無といってよい。

本邦においてHAEの認知度を高め、診断、

治療を円滑に行うために、補体研究会では

今年、「HAEガイドライン2010」を作成し

た。

　こうした現状をふまえて、私どもはHAE

患者の情報を蓄積し、臨床の現場に還元し

て、適切な医療を提供するための基盤を構

築することとした。

＜方法＞

　HAE患者6家系6例（男性2例、女性4

例）の末梢血からDNAを抽出し、　C　1イン

ヒビター遺伝子の全領域について変異の有

無を解析した。

〈結果ならびに考察〉

　スプライス異常をきたすエクソン／イン

トロン境界部の一塩基置換（2例）、一塩基

置換による一画面アミノ酸変異（2例）、一

塩基二身によるフレームシフト（1例）、一

塩基挿入によるフレームシフト（1例）を

認めた。6例中5例ではC1遺伝子の後半と

なるエクソン6以降に異常が存在した。本

報告は本邦におけるHAE遺伝子異常に関

する初めてのまとまった報告である。
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D－1

節足動物におけるTEP遺伝子の進化

　　　関口荘官，上島励，野中勝

東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻

　　　　　　　　　　　　　Evolution　of　the　TEP　genes　in　arthropod

　　　　　　　　　　　　Reo　Sekiguchi，　Rei　Uesima，　Masaru　Nonaka

Department　of　Biological　Science，　Graduate　School　of　Science，　The　University　ofTokyo，　Tokyo，　Japan

［はじめに］

脊椎動物の補体系は自然免疫の一員として、獲得免

疫系の抗体等と共に感染防御に中心的役割を果たし

ている。補体系の中心成分であるC3はチ忍者スチ

ル含有タンパク質（TEP）であり、非補体成分のα2一

マクログロブリン（α2M）等とともにTEPファミリ

ーを形成している。TEPファミリーはC3サブファ

ミリーとα2Mサブファミリーに二分され、刺胞動物

に両サブファミリーが認められることから、TEP遺

伝子の起源と両サブファミリーへの分化は極めて古

く、刺胞動物と左右相称動物の分岐以前に遡ること

が明らかにされている。また、α2Mサブファミリー

はこれまで解析された全ての多細胞生物で存在が確

認されたが、C3サブファミリーはヒドラ、ショウジ

ョウバエ1）、線虫2）などには存在しないことが明ら

かになり、進化の過程で複数回二次的に失われたこ

とが示唆された。

現生の節足動物門は甲殻、多足、鋏角、六脚亜門に

分けられるが、C3は鋏角類のカブトガニには存在す

る3）が、六脚類のショウジョウバエ、ハマダラカに

は存在しないことが判明している。

そこで本研究では、節足動物門に属する種に注目し

カニ（甲殻亜門）、ヤスデ（多足亜門）、クモ（鋏角

亜門）についてTEPファミリー遺伝子の有無を確認

することで、節足動物門内のTEP遺伝子の進化の過

程を明らかにすることを目的とした。

［方法］

既知のC3問で保存されているチオエステル領域の

配列に基づいて縮退プライマーを作製した。このプ

ライマーを用いて、全身または内臓から抽出した

RNAからRT－PCRを行い、　C3、α2McDNAの部分塩

基配列約200bpを得た。この部分配列を基にプライ

マーを作製し、cDNAから3’一、5’一RACEを行いC3、

α2M遺伝子の全長配列の決定を試みた。

［結果］

アダンソンハエトリグモ（Hasarius　adansoni）からは

3種類の配列が得られ、BLAST検索及び系統解析の

結果から、2種はC3サブファミリーに、1種はα2M

サブファミリーに属することが判明した。現在、3’一、

5’一RACEによりこれらのcDNAの全塩基配列の解読

を目指すとともに、イソカニダマシ（Petrofisthes

faponieus）、マクラギヤスデ（Ml　onie　nodulosa）につ

いてRT・PCRを進めている。

［参考文献］

1）　Adams，M．D．et　al．Science　287，2185－2195　（2000）

2）　Consonium，T．　C．　e．　S．　Science　282，　2012－2018　（1998）

3）　Zhu，　Y．　EMBO　J，　24，　382－394　（2005）
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D－2

古代魚ポリプテルスにおけるPSMB8遺伝子の二型性

　　　　　　　　　　藤戸尚子1、塚本健太郎2、野中勝1

　　　　　　1東京大・院理、2藤田保健衛生大・総医研・医高分子

　　　　　　Dimorphism　of　the　PSn昭8　gene　in　Polyρterus　senegalus

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　　　　　　　　　　　ユ　　　　　　Naoko　Fuj　ito，Kentarou　Tsukamoto　and　Masaru　Nonaka

lDepartment　ofBiological　Sciences，　Graduate　School　of　Science，　The　University　of　Tokyo

　　　2　　　　1nstitUte　for　Comprehensive　Medical　Science，　Fujita　Health　University

〈はじめに〉ヒトMHC領域には100以上の発現し

ている遺伝子が高密度に存在する。このなかには

免疫関連遺伝子が多く含まれ、MHCクラス1、　II

遺伝子など獲得免疫に関与する遺伝子のみならず、

自然免疫に関わる補体成分C4、　C2、　Bfなどの遺

伝子もこの領域に存在する。MHCクラス1、　II遺

伝子、及び補体成分を含むクラスIII遺伝子の各遺

伝子群の連鎖を基本とするMHC領域の構造は、軟

骨魚類のサメからヒトに至る有顎脊椎動物の各系

統において保存されており、獲得免疫の出現とほ

ぼ同時期に有顎脊椎動物の祖先により獲i得された

ものと考えられる1）。しかしながら硬骨魚類は例

外で、クラス1、クラスII、補体遺伝子がそれぞれ

異なる染色体上に存在している。免疫関連遺伝子

がクラスターを形成することの意義は十分に解明

されておらず、硬骨魚類のMH：C関連遺伝子の解析

はその理解に何らかの手がかりを与えるものと期

待されるが、硬骨魚類の進化過程でいつクラスタ

ー構造が失われたかは未だ不明である。

　PSMB8は免疫プロテアソームを構成するサブ

ユニットの一つであるが、これをコードする遺伝

子はMHC領域中に存在し、　PSMB8遺伝子とクラ

ス1遺伝子の密接な連鎖は硬骨魚類でも保たれて

いる。このPSMB8には、基質特異1生を決定する残

基に異なるアミノ酸（AとF）をもち、切断特異性が

異なると思われる二つの系統が存在する2）。この

二系統はサメ3）、ゼブラフィッシュ、サケ等で保

存されているが、脊椎動物の進化過程ではF系統

の喪失が複数二刀っており、哺乳類はA系統のみ

を有し、メダカやアフリカツメガエル4）は一度F

系統を失った後、A系統から新たにF系統と同じ

切断特異1生を示すと思われるアリルを再生してい

る。オリジナルのA、F系統は、サメではパラロガ

スな遺伝子として、ゼブラフィッシュではアリル

として存在し、その進化過程に興味がもたれる。

本研究は、このPSMB8遺伝子の二系統の特異な進

化過程の全容を明らかにし、同時に硬骨魚類特有

のクラスタ・一一一tg造が何時形成されたのかを解明す

ることを目的とする。まず、有顎脊椎動物の共通

祖先が獲得したPSMB8遺伝子の二系統の、アリル

としての起源を明確にするため、肉鰭類とともに

硬骨魚類のグループを構成する条鰭類のうち、早

期に分岐した古代魚ポリプテルス（Polypterus

senegalus）を材料に選び、　PSMB8遺伝子を解析し

た。

〈方法〉市販の7個体よりRNAを抽出し、他動物

のPSMB8遺伝子の配列をもとに作成した縮退プ

ライマ・一・一しによるRT－PCR、及び5’一、3’一RACEに

37



よりPSMB8遺伝子の全長の塩基配列を決定した。

〈結果と考察〉ポリプテルスからは二種類の

PSMB8遺伝子が単離された。系統解析の結果、こ

の二種類の遺伝子は、サメ、ゼブラフィッシュ、

サケのPSMB8遺伝子の二系統と各々クラスター

を形成し、同じ起源をもつ古い二系統であること

が示された（下図）。現在、同じ親由来の28個体を

用いたダイビングにより、これらがアリル／パラロ

グのいずれであるのかの検討を行っている。
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コイ補体レクチン経路に関連するコレクチンの異物認識多様性

一木昭土、塚本春香、沼本智軌、中尾実樹

　九大院農学研究院　生命機能科学部門

Diversity　in　target－recognition　of　ca叩semm　collectins　related　to　the　lectin　pathway　of　the　complement

　　　　　　Akito　lchiki，　Haruka　Tsukamoto，　Tomonori　S　omamoto，　and　Miki　Nakao

　　　　　　　Department　ofBioscience　＆　Biotechnology，　Kyushu　University

［はじめに］

　補体レクチン経路は進化的起源の古い活性化

経路で、その活性化はコラーゲン様構造を含む血

清レクチンによる糖鎖認識に依存する。哺乳類の

レクチン経路では、マンノース結合レクチン

（MB：L）とフィコリンがそれぞれペプチドグリカ

ンとβ一1，3一グルカンを認識する。一方、硬骨魚類

の一種であるコイの血中にはMB：しとこれに相

同な構造をもつガラクトース結合レクチン

（Ga1BL）が存在するが、フィコリンは見つからず、

Fibrinogen様ドメインのみから成る
Microfibrillar－Associated　Protein　4のホモログ

が存在する。

　このように哺乳類とは異なる多様性を備えた

レクチン群が、コイ補体レクチン経路において

異物認識をどのように分担しているのか不明な

ままである。そこで本研究では、コイMBLと

GalBLの天然のリガンドを探索し、これらレク

チンによる異物認識の差異を解析した。

［方法］

コイ　MB：しと　Ga1B：しの糖鎖認識ドメインを

pCold－1発現ベクターと大腸菌Origami　Bを用い

て発現させた。封入体として得られた各組換えレク

チンをSDS－PAGEて分離後、各レクチンのバンド

を切り出してウサギに免疫注射してポリクローナ

ル抗体をえた。コイ血清を種々の異物（酵母、グラ

ム陽性・陰性細菌）とインキュベート後、結合した

タンパク質をSDS－PAGE試料緩衝液で溶出し、各

レクチンの結合性をウエスタン・プロッティング

で調べた。

［結果］

MB：Lは供試した全ての標的異物（パン酵母、分裂

酵母（S．．ρombe）の野性株とgalactose欠損株、　E．

eolZ　Aeromonas　hydrophylla，　A．　salmonieida，

Edwardstella　tarda，　SaimoneUa　typhim　urium，

Vibrio　anguillarum，　Staphy7000eeus　aureus，ザイ

モザンのいずれにも結合した。一方、Ga1B：Lは．4．

saimonieida，　S．　typhim　urium，　V　anguillarum，　S．

aureusおよびパン酵母にはほとんど結合性を示さ

なかったが、S．　pombe野性株やザイモザンには

MBLに匹敵する結合性を示すとともに、　A。

hydroρhyllaやE．　tardaに対してはMBLよりも

高い結合性を示した。

［結論］

コイMB：しとGalB：Lは異なる微生物結合スペク

トルを備え、異物認識を分担していることが示唆さ

れた。
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Human　serum　mannose－binding　lectin　senses　wall　teichoic　acid　glycopolymer　of

　　　　　　　　　　　　　　Staphytoeoccus　aureus，　which　is　restricted　in　infancy

　　Keun－Hwa　Parki，　Kenj　i　Kurokawai，　Koichiro　Tateishi2，　Hee　Jung　Kang3，　Misao　Matsushita2，　Kazue

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Takahashi4，　and　Bok　Luel　Leei

　　　　　　iNational　Research　Laboratory　ofDefense　Proteins，　College　of　Pharrnacy，　Pusan　National

University，　Busan　609－735，　Korea；　2Department　of　Applied　Biochemistry；　Tokai　University，　Hiratsuka，

　　　Kanagawa　259－1292，　Japan；　3Department　of　Laboratory　Medicine，　Hallym　University　College　of

Medicine，　Anyang－si　43　1－070，　Korea；　4Programs　of　Developmental　lmmunology，　Massachusetts　General

　　　　　　　　　　　　　　　　　Hospital，　Harvard　Medical　School，　Boston，　MA　021　14，　USA．

The　complement　systern　is　an　ancient　irmate

immune　defense　mediated　by　soluble　pattern

recognition　molecules，　such　as　mannose－binding

lectin　（MBL）i）．　MBL，　which　consists　of　a

collagen，　a　neck　and　a　carbohydrate　recognition

domain，　belongs　to　the　collectin　family　and　is

found　in　many　sera　of　animals　including　human．

It　binds　to　mannose　and　N－acetylglucosamine

（GlcNAc）　residues　present　on　the　glycopolymers

of　microorganisms2）．

　　　Several　reports　have　demonstrated　that　MBL

bound　to　S．　aureus　induces　activation　of　the

complement　pathway3’4），　however，　which　S．

aureus　glycopolymer　is　recognized　by　MBL　is

still　uncertain．　We　have　reported　that　human

INiBL　binds　to　S．　aureus　peptidoglycan　and

activates　the　lectin　pathway5）　and　two　other

studies　have　demonstrated　MBL　binding　to　S．

aureus　lipoteichoic　acid　a．TA）6’7）．　S．　aureus　LTA

was　also　reported　to　be　a　ligand　of　L－ficolin　to

activate　the　lectin　complement　pathway8）．

Bacterial　glycopolymers　may　also　be　important

antigens　to　activate　the　classical　complement

pathway　and　adaptive　immunity　and　can　be

desirable　vaccination　targets9）．　For　example，　LTA

specific　monoclonal　antibodies　have　yielded

promising　results　as　a　passive　vaccine　for　severe　S．

aureus　infections．　Also，　anti－capsular

polysaccharide　5　and　8　antibodies　of　S．　aureus　are

on　the　clinical　trial　now　i　O）．

　　　In　this　paper，　we　investigated　S．　aureus　cell

wall　component　mutants　including　wall　teichoic

acid　（WTA）一　or　LTA－deficient　strains，　which

have　recently　become　availableii）　to　determine　the

ligand　in　the　complement　system．　We

demonstrate　that　S．　aureus　WTA　functions，　as　a

natural　ligand　of　human　MBL　and　induces　MBレ

mediated　C4　deposition　on　the　bacterium　in　vitro．

Additionally，　MBレWTA　interaction　enhances

the　opsonophagocytosis　of　S．　aureus　by　human

neutrophils．　Unexpectedly，　serum　MBL　of　adults

cannot　recognize　WTA　due　to　competition　by

WTA　specific　antibodies．　ln　contrast，　serum　MBL

of　infants　whose　adaptive　immunity　is　immature

does　bind　WTA．　lnfants　who　have　low　levels　of

both　MBL　and　anti－WTA－antibodies　have　weak

ability　to　activate　the　complement　system．　These

results　indicate　that　S．　aureus　WTA　is　an

important　pathogen　associated　molecular　pattern

for　the　complement　activationi2）．，
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E－1

古典的経路による補体活性化が確認された

　　IgG4関連尿細管間質性腎炎の1症例

長町誠嗣1、大澤　勲1、佐藤信之1、石井雅也’、草場　岳1、小林　敬1、

　　武田之彦1、堀越　哲1、大井洋之1、松下　操2、富野康日己1

　　　1順天堂大学医学部腎臓内科、2東海大学工学部生命化学科

A　case　of　IgG4－related　tubulointerstitial　nephritis　with　the　complement　activation　by　classical　pathway

Seij　i　Nagamachi’，　lsao　Ohsawai，　Nobuyuki　Sato　i，　Masaya　lshiii，Gaku　Kusabai，Takashi　Kobayashi’，

　　Yukihiko　Takedai，　Satoshi　Horikoshii，　Hiroyuki　Ohii，　Misao　Matsushita2，Yasuhiko　Tominoi

　　　　　　　　’Department　ofNephrology，　Juntendo　University　Faculty　of　Medicine，

　　　　　　　　　　　2Department　ofApplied　Biochemistry，　Tokai　University

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mg／dl）・IgG4高値（1970　mg／dl）、肝機能障害

【はじめに1近年、IgG4関連疾患という新し

い疾患概念が提唱されている。これは、全身

諸臓器にTリンパ球とIgG4陽性の形質細胞の

浸潤を伴う線維化1）、血清IgG4高値2）を特徴

とする全身性疾患である。障害臓器は、膵臓、

胆管、胆嚢、唾液腺、後腹膜、腎臓、肺、前

立腺など多岐にわたり、自己免疫性膵炎（AエP）

はその代表である。その他、IgG4関連疾患は

臨床的に高齢の男性に好発し、リンパ節腫大

を高率に伴い、30～40％に低補体血症を合併

するとされている。またステロイド治療が奏

功することが多く、比較的予後は良好である。

さらに、IgG4関連腎障害は、糸球体病変より

も尿細管間質性腎炎を呈することが多く、通

常の尿細管間質性腎炎に比べ、間質へのIgG4

陽性形質細胞浸潤が多く、著しい線維化が観

察される。しかし、本疾患における血清中や

組織中での補体活性化経路に関する検討は十

分ではない。

　今回我々は、IgG4関連尿細管間質性腎炎と

診断され、血清中および腎組織で古典的経路

による補体の活性化が確認された症例を経験

したので報告する。

【臨床経過】59歳男性。味覚・嗅覚障害、

食思不振を主訴に来院した。左鎖骨上窩およ

び両鼠径リンパ節腫大、血清IgG高値（4323

（AST　651U／！、　ALT　541U／1）、腎機能障害（S－Cr

2．6mg／d1）、低補体血症（C323　mg／dl、　C42

mg／dl以下、　CH507U／ml以下）、免疫複合体

高値（Clq法8．1μg／ml）を認めた。尿所見

では、蛋白尿・血尿・尿糖陰性、β2MG　5950μ

9／1、NAG　7．61U／1で穎粒円柱がみられた。

CTで両側腎腫大、ガリウムシンチグラフィー

で両側腎臓の異常集積を認めたため、腎生検

を施行した。糸球体に異常はみられなかった

が、間質にリンパ球とIgG4陽性形質細胞の広

範な浸潤を認め、間質の高度線維化と尿細管

萎縮が観察された。以上より、IgG4関連尿細

管問質性腎炎と診断した。蛍光抗体法では、

尿細管基底膜は、IgG、　IgM、　C3、　Clqの線状

沈着、間質はIgG、　IgM、　C3、　Clqの穎粒状沈

着を認め、電子顕微鏡では近位尿細管の基底

膜内および基底膜外側に内部均一のdeposits

を多数認めた。プレドニゾロン40mg／日の経

口投与を開始したところ、食思不振、リンパ

節腫大、腎機能障害は速やかに改善し、血清

IgG・IgG4は低下、補体と免疫複合体は正常

化した。

【血清学的検討】Clq低値（2．　Omg／dl以下）、

免疫複：合体高値（Clq法8．1μg／ml、rriRF法4．1

μg／ml）を認めた。　EDTA採血では、　C3・C4の

上昇はみられなかった。
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【組織学的検討】蛍光抗体法では、尿細管基

底膜にIgG（＋＋）、　IgM（＋）、　C3（＋）、C4d（＋）、

Clq（＋＋）、　MAC（＋）、　IgG1（＋＋）　、　IgG2（十）、

IgG3（＋）、　IgG4（＋＋）の線状沈着を認めたが、

MBL・L－ficolinの沈着は認められなかった。

間質には、IgG（＋＋）、IgM（＋）、C3（＋）、C4d（＋）、

Clq（＋＋）、MAC（＋）、IgG1（＋＋）、IgG2（＋）、IgG3（＋）、

IgG4（＋＋）の穎粒状沈着を認めたが、　MBL・

L－ficolinの沈着は認められなかった。酵素

抗体法では、間質にIgG1およびIgG4陽性形

質細胞の浸潤を認めた。

【考察】IgG4関連疾患では、血清lgGおよび

IgG4高値、低補体血症を認め、腎臓が標的と

なると著しい尿細管間質障害を呈するが、そ

の発症機序や組織障害の機序については明ら

かにされていない。IgG4は古典的経路の活性

化能がない3）にも関わらず、本疾患ではCH50

およびC4低下を認めた。したがって、血清中

や組織中における補体活性化経路を解明する

必要があると思われた。

　今回我々の経験した症例では、血清学的に

CH50・C4の低下とClqの低下を認め、　Clq法

による免疫複合体は陽性であった。Cold

activationの可能性も低く、血液中での古典

的経路の活性化が起きていると考えられた。

一方、腎組織では、尿細管や間質にIgGの各

サブクラスやClq・C4d・MACの沈着を認めた。

電子顕微鏡学的にも尿細管基底膜に沈着物を

認め、腎組織内においても古典的経路を介し

た補体の活性化による腎障害の発症が考えら

れた。

　レクチン経路の活性化についてはMuraki

らが、AIPと慢性膵炎で血清中のMBL値に差

はなく、AIPの治療前後でも変化は認めない

ことを報告している4）。我々の経験した症例

でも腎組織中にMBL・L－ficolinの沈着はみら

れず、レクチン経路の関与は認められなかっ

た。

　古典的経路の活性化物質についてはAIPに

おいて、いくつかの検討がなされている。

Kawaらは、　AIPにおいてIgG4はFabではな

く、Fcを介してIgG1・2・3に結合し、　IgG4

が免疫複合体のクリアランスに働いている可

能性を報告している5）。また、Dhobaleらは、

AIPではIgG4よりもIgG1が高値であり、ス

テロイド治療によりIgG4と共にIgG1も低下

することから、IgG1が古典的経路の活性化に

強く関与している可能性を報告している6）。

一方、IgG4は、　ClqのIgG1への結合を阻害す

る働きも有する3）とされている。以上のこと

から、IgG4関連尿細管間質性腎炎においても、

IgGの様々なサブクラスを含む免疫複合体が

古典的経路を活性化している可能性があると

考えられる。

【結語】IgG4関連尿細管間質性腎炎では、血

清中や腎組織中で古典的経路を中心とした補

体の活性化が起きていると思われた。

【参考文献】
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E－2

正常ラット腹膜における膜補体制御因子の機能的役割

水野智博1・4、水野正司2・3、伊藤恭彦2・3、鈴木康弘2・3、野田幸裕4、山田清文1、丸山彰一3
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1名古屋大・医・医療薬学、2名古屋大・医・腎不全総合治療学、3名古屋大・医・腎臓内科学、

4名城大・薬・病態解析学1、5名古屋市立大・医・免疫学、6カ月ディフ大・補体生化学グループ

　　　　　　　The　role　of　membrane　complement　regulator　in　normal　rat　peritoneum

Tomohiro　Mizunoi・　4，　Masashi　Mizuno2・3，　Yasuhiko　lto2，3，　Yasuhiro　Suzuki2・3，　Yukihiro　Noda4　，　Kiyofumi

　　　　　　Yamadai，4，　Shoichi　Maruyama3，　Noriko　Okada5，　B．P　Morgan6，　Seiichi　Matsuo3
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　　　　3Nephrology，　Nagoya　University　Graduate　School　of　Medicine，　4Clinical　Sciences　and
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【目的】末期腎不全の治療法には腎移植と透析療法

があり、透析療法には腹膜透析と血液透析の2種類

がある。腹膜透析は血液透析に比べ患者の日常生活、

透析時における身体的負担が少ないとされているが、

透析療法に占める腹膜透析患者の比率は、血液透析

患者と比較して、全体の4％弱に留まっている。腹

膜透析の離脱要因として、腹膜機能の劣化と被嚢性

腹膜硬化症等の合併症の発症である。被嚢性腹膜硬

化症は発症した場合の致死率が10％前後と言われ

ており、発症メカニズムの解明と予防法・治療法の

開発は、極めて有用である。被嚢性腹膜硬化症の発

症に関わる因子として、腹膜透析液暴露による慢性

的な腹膜刺激、尿毒素による全身の慢性炎症、細菌

性・真菌性腹膜炎による急性炎症が挙げられる。こ

れらの因子が腹膜線維化・血管新生を助長し、被嚢

性腹膜硬化症の発症に繋がる。しかし、腹膜透析離

脱後に翠黛性腹膜硬化症を発症する患者も多く、そ

の病態に不明な点が多い。

　炎症に関わる免疫機構の一つである補体活性化経

路は、腹膜線維症・被嚢性腹膜硬化症の進展機序に

関与している可能性があるが、詳細な検討はほとん

ど成されていない。さらに、腹膜での膜補体制御因

子（CReg：complement　regulatory　proteins）に関

する検討は、in　vitroの系でCD59のみ報告されて

いるが、腹膜での報告は極めて少ない。そこで、我々

は腹膜透析における補体制御機構を解明するため、

腹膜の恒常性維持に膜補体制御因子がどのように寄

与しているか検討を行った。

【方法】C3レベルを抑制するCRegであるCrryと

DA：F、膜侵襲複合体（MAC）レベルを抑制する

CD59に対する中和抗体を用いて、　in　vivoおよび

in　vitroでの腹膜におけるCRegの機能を検討した。

In　vivoにおける検討として、　CRegに対する中和抗

体を、4．25％グルコース濃度酸性腹膜透析液に溶解

し、ラット腹腔内へ各中和抗体を単独投与もしくは

併用投与した。投与から24時間後に屠殺し、腹膜

障害の程度、炎症系細胞の浸潤、C3とMACの組織

沈着について評価を行った。CRegの機能抑制後に

見られた組織障害が補体依存的に発現したことを確

認するため、コブラ蛇毒因子（CVF：cobra　venom
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factor）を前投与し、全身の補体関連物質を抑制した

条件下で、CRegの機能を抑制した。　In　vitroにおけ

る検討として、腹膜中皮細胞における補体活性化経

路の制御機構を明らかにするため、ラット腹膜中皮

細胞のPrimary　cultureを用い、中皮細胞に対して、

補体関連物質を含む血清負荷を行った。血清負荷と

同時に中和抗体を用いて、Crry、　DA：F、　CD59の各

CRegの機能を抑制した。コントロールには熱非動

化血清を用いた。抑制実験後、細胞表面にC3が沈

着している細胞をC3陽性細胞と定義し、任意の20

視野におけるC3陽性細胞の割合を測定し、補体活

性を定量した。

【結果】ラット腹腔内のCrryとCD59を同時に抑

制した群のみ、腹膜に組織障害が認められた。C3、

MACの組織沈着の程度、炎症系細胞の組織浸潤数

も、コントロール群やその他の投与群と比較して、

有意に増加した。これらの組織障害、C3、　MACの

沈着の増加、炎症系細胞の増加は、CVF前投与群で

は認められなかった。Primary　Cultureにより得ら

れた中皮細胞を用いたCReg抑制実験では、　Crryと

CD59を同時に抑制した群は、コントロール群、他

の投与群と比較して、C3の沈着陽性細胞の割合が有

意に増加していた。

【考察】ラット腹膜において、CrryおよびCD59

を同時に抑制した群のみ組織障害が認められたこと

から、CRegの単独抑制によって組織障害が惹起さ

れる皮膚、腎臓、関節等の他の臓器と比較して、腹

膜ではCrryとCD59による制御がより強いことが

示唆された。培養腹膜中皮細胞での検討でも、in

vivoと同様の結果が得られたことから、　Crryと

CD59が腹膜における補体制御機構において、より

重要な役割を果たしている可能性が示唆された。さ

らには腹膜での特異的な制御機構が、腹膜透析関連

合併症の発症メカニズムにどのような影響を与えて

いるのか、各種腹膜透析液を用い、腹膜透析液が膜

補体制御因子の発現に与える影響について検討をし

ていくことは重要であると思われた。

【結論】正常ラット腹膜に存在するCRegの中で、

特にCrryとCD59が補体漕性化経路の制御に重要

な役割を果たしていることが示唆された。腹膜にお

ける膜補体制御因子が、腹膜透析関連合併症の発症

に与える影響を今後検討していく。
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ループス腎炎の糸球体における各補体経路活性化の意義

佐藤信之1大澤勲1長町誠嗣1石井雅也1草場岳1

　　堀越哲1大井洋之1松下操2富野康日己1

　1順天堂大学腎臓内科、2東海大学工学部生命化学科

A　significance　of　each　complement　activation　pathway　in　glomeruli　of　lupus　nephritis

　Nobuyuki　Sato　i，　lsao　Ohsawai，　Seij　i　Nagamachii，　Masaya　lshiii，　Gaku　Kusabai，

　Satoshi　Horikoshii，　Hiroyuki　Ohi　i，　Misao　Matsushita2，　and　Yasuhiko　Tomino　i

　iDivision　ofNephrology，　Department　of　Internal　Medicine，　Juntendo　University

　Faculty　of　Medicine，　2Depertment　ofApplied　Biochemistry，　Tokai　University

［はじめにコ

補体の活性化経路には、classical
pathway（CP），　alternative　pathway　（AP）．

lectin　pathway（LP）の3つがあるが、近年

properdin（P）から始まるp：roperdin　directed

pathway（PDP）が再び注目されている。PDPは、

Pがグリコサミノグリカンを認識することで

apoptotic　T　cellに結合し、補体の活性化を

引き起こし、または補体の活性化を介さずに、

マクロファージによる貧食が生ずる経路であ

る1）。ループス腎炎の腎生検組織では、Clq

が沈着しており、一般的にはCPが病態に関わ

っていると考えられているが、APおよびLP

が関与しているとの報告もある2）・3）。しかし、

ループス腎炎において、どのような症例でCP

以外の経路が活性化されているかについては、

明らかではない。

［目的］

今回我々は、ループス腎炎の腎組織に各補体

成分の免疫染色を行い、CP以外の経路の関与

と臨床所見との関連性について検討した。

［方法］

2003年から2010年にかけて、当科で腎生検

を行いループス腎炎と診断した15例の患者

を対象とした。ループス腎炎の病理組織型は、

IV型10例、　V型2例、　V型＋IV型1例、1型

1例、II型1例であった（ISN／RPS分類、2003）。

対照として、微小変化群3例と正常腎1例を

用いた。IgG、　IgA、　IgM、　C3、　Clqに加えて、

factor　B・factor　H・P・MBL・L－ficolinの

染色を蛍光抗体法で行い、糸球体への沈着を

観察した。次に、組織への各成分の沈着所見

とSLEおよびループス腎炎の罹患期間、年齢、

検査成績｛尿蛋白量、クレアチニン・クリアラ

ンス（Ccr）、　C3、　C4、　CH50、抗DNA抗体、末梢

血リンパ球数｝、間質の線維化との関連性を検

討した。

［結果］

　すべてのループス腎炎症例で糸球体に

IgG・IgA・IgM・C3・Clqの穎粒状沈着が認め

られたが、微小変化群と正常腎では沈着は認

められなかった。微小変化群と正常腎は、

factor　B、　factor　H、　P、　MBL、　L－ficolinも

沈着しなかった。

　ループス腎炎では、factor　B、　factor　Hは

7例（IV型6例、　V＋IV型1例）に、Pは10例（IV

型8例、V＋IV型1例、　V型1例）に、　MBL、

L－ficolinは10例（Iv型8例、　v＋Iv型1例、

V型1例）に認められた。Pが沈着した10例

中3例（IV型2例、　V型1例）では、　factor　B

およびfactor　Hは沈着しなかった。1型およ
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びll型では、　P、　factor　B、　factor　H、　MBL、

L－ficolinはいずれも陰性であった。

　ループス腎炎の腎組織のfactor　B・factor

H陽性群は、陰性群と比べSLEおよび腎炎の

罹患期間が有意に長かった（P〈0．05）。また、P

陽性群は陰性群と比べ、尿蛋白量が有意に多

かった（P〈0．05）。P陽性群のなかでfactor　B

およびfactor　Hが陰性であった3例では、腎

炎の罹患期間が1ヵ月と短かったが、他の項

目も含めて統計学的な有意差はみられなかっ

た。MBL・L－ficolin陽性群と陰性群の比較検

討では、全ての項目で統計学的に有意な差は

みられなかった。

［考察］

　ループス腎炎ではCPが重要視されている

が、実際にはAP、　LPさらにPDPの関与も示唆

された。今回の検討では、SLEおよびループ

ス腎炎の罹患期間とAPの糸球体障害への関

与とは相関したが、SLEの血清学的活動性と

は相関しなかった。ループス腎炎では、血清

学的活動性が低下していても腎炎が進行する

ことがあり、一度始まった組織障害がAPによ

って増悪している可能性を示唆している。

　Rothfieldらは、ループス腎炎6例の腎組

織にPが沈着したが、factor　Bは沈着しなか

ったと報告している2）。この染色性の違いに

ついては明らかにされていないが、我々も同

様の症例を経験し、Pから始まるPDPの存在

があるのではないかと考えた。今回の研究で、

P陽性群は陰性群と比べて、尿蛋白量が有意

に多いという結果が得られた。P陽性群の

80％（8／10例）はIV型であり、1型・皿型は含

まれなかった。Machielらは蛋白尿を認める

腎疾患において、尿中にPを認めた場合、有

意に腎障害が進行すると報告している5）。腎

組織そのものもPを産生することが報告され

ており6）、組織や尿中のPは、腎炎そのもの

の発症期や増悪時の活動性を表している可能

性があると考えられる。一方、LPの活性化は、

比較的組織障害の軽いループス腎炎（1型と

II型）には認められなかった。　LPは、ループ

ス腎炎の組織障害の増悪に関与している可能

性があると思われる。

［結論］

　以上より、CPの活1生化を基本とするループ

ス腎炎では、組織障害の発症当初や増悪期に

PDPが活性化され、腎炎の長期化や組織障害

の強い症例ではAPとしPの活性化が共に起き

ていると考えられた。

　ループス腎炎の治療は一般的にステロイド

や免疫抑制薬が主力であるが、その補体活性

化経路は多彩であり、組織障害の時期により

抗補体薬も含めた治療法の選択が重要である

と思われる。

［参考文献］

1）　Kemper　C．　et　al．　Mol　Immunol　45（16）：
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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殿損した会員は、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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　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）会長は必要に応じ、運営委員会の承認を得たうえで、自身の任期の範囲内の任意の任期を有す

　　る会長補佐を任命することができる。

（14）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。

（15）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。

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

　および会長補佐とする。

（18）運営委員会は、構成員の過半数の出席を要する。

（19）運営委員会は、会務の審議、本会の運営に当たる。

（20）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。

（21）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。

（22）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

（23）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。

（24）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。

（25）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

（26）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。

（27）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。

（28）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。

（29）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。

（30）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

（31）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3A1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7A21日　一部改訂

　　平成16年8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。

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

アレクシオンファーマ（株）より第47回補体シンポジウムへご支援を

賜りました。心から御礼申し上げます。

第47回補体シンポジウム

集会長藤田禎三
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補体研究会賛助会員
　　　（五十音順）

アレクシオン　ファーマ株式会社

エーザイ株式会社

株式会社アミノアップ化学

株式会社蛋白科学研究所

CSLべ一リング株式会社

明治製菓株式会社

補体研究会

会　長

会長補佐

運営委員

木下タロウ

野中　　勝

藤田　禎三

松下　　操

岡田　則子

瀬谷　　司

山本　哲郎

堀内　孝彦

遠藤　雄一一

畑中　道代

若宮　伸隆

水野　正司

監　事 岡田　秀親

松本美佐子

事務局長 井上　徳光

集会長　　　　　藤田　禎三

次期集会長　　　岡田　則子

54



セ

n

t
｝　凸属1

曜

催

‘
明月

難

，　e．V，

註’戦I
　　　　　　　　d
　　　　　塾
謡　　　

Ll？・

TE　　ツ　　｝
　　　考　［引

　　　　　P博

臨
b聖

撫1
・轟

sv，

，孕　」翁声

　　　一；

㌦驚，

鍾
　2
・茜

G

　　　　、囑

・ベへ恒1

、
想盤

　
1

壁
㍊

　　讐．Tsc
、ド

｣．瑠

・轟
t　　◎可㍉

）；zar；Y

や手

懸

頴
・
－
　
」

一
」
、
「
驚
顔
．
し

繊
麗
！

勝
継
『

ぽ
　
　
　

5
し
常
－
　
’

　
ρ

｛
斗

　
　
　
　
き

麟
‘

鞭
鵬
轟
剛

腹

デ
こ二

言
参
蔓
瓶

　
　
　
　
7

謙園山
目
薬
　
栢
嘉
」
、
h
礪
『
，

　
　
　
　
あ
　
　
　
　
ド

ハ

、
　
．
、
ト
灘
、

　
　
　
　
ノ

　
齪

帽
引
　
　
・
・
蝋
宏
⊥

　
　
‘

　
　
　
＾

響
　扇ぎ　げ嵐
　　　　　　弓

ン遡9

灘羅
｝．諾鴛纂、獄

㍗
　
，

網
戸 T
」伊1，

敵

纈
鐵
．

　
　
　
　
ヒ
　
　
　
　
　
ぜ
　
　
ゴ

　
り
　
　
く
　
　
　
ユ
　
　
　
ず
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
じ

．
鱗
一
士
環
灘
、
菰

量
　
｝
　
　
　
　
，
蚤

　
　
　
　
　
　
　
‘
　
㌣

　
　
　
　
蝦

等
、
帆
・
毫

、
罫
現
，

　
　
び
り

藻
蚤 K　ff

L

妄

　過5’A：r

母野

隅　　’

Sflsi
．

緊

ピ
藍

　　t
　　豊

強
1

　優ゆ
　一“

　Stl．　r－1　’．　一i

躍覇M
「　噂謬

　も　軸fs＿
レ　　i

　　－　1
　｛tlE弼

蒙

騒
藻Ll

y幾
　無
辺伽愚轟

騰
漉
護

　
．
　
　
紫
噛

’
，
”
‘
　
　
妙
　
　
　
一

　
，
　
　
　
　
　
　
　
冒

’
　
　
ド

撚
嚇
灘

　
ヨ
「

熱

難
吃；風
多
，

塾懸

　’　　嗣

　st一　．

　循
　　1

職
鍮
撫
，

　
　
　
げ
ゆ
ド
し

葦
・
・
，
・
し
蜜
蜂
瀬
潔

　
　
　
　
」
　
　
　
　
　
卜

　
　
　
　
　
　
、
o

雛
難
懸
盤
．
難
．

藩
膿

　
　
ご
　
　
ロ

　
　
μ
鍵
阜

　
　
　
　
　
、
・
押
”
、

　
　
　
　
　
　
　
e

　
　
　
　
　
》

重
唱

・
饗
婦

曾
．
動
」

，
「
残

瑳

描艦託撫．

㌦
疲
、

一
舞
舞
灘
．
纈

灘，
糧
鰻
灘
．
騒

騒灘
嬉。鞍，、，、

縛
」

罵
ず
　
　
5

　
、
ー

ア
｛

驚
認f

．
∵

鋸
鎌

痔

　
　
　
　
　
　
　
　
　
’

㌧
蕊
　
㌦
∵
ヤ

儲
、
蛤
腎
－
・

解
義
難
軸

　
烹

、

F
　
侮

騨
聾

譲
▼

孟「Ψ

eL一　：

露
、

鰐

懸
難
麟

　
　
　
　
　
　
　
も
ピ

盛
　
曇
袖

、
、
・
瀞
”
叢

卸
馨
、
一

　
ρ
　
　
L

」
　
江
　
　
　
　

聖
．
駄
．
章

、
．
網
、
灘
饗
　
搬

綬
ゴ
乙
占
　
　
　
こ
選
”

耐」

k
欝
鱗
智
・
．
・
高
，

騨
・
綾
鞄
浄
、
、
押
ジ

　
　
　
　
‘
　
　
　
　
　
　
　
、
－
賢

　
’
、
層

へ
　
　
轟

　
　
　
　
2
3

，
　
巽

蒔
　
　
帖

磯
職

J

　
戸
蜀

鱒

、
鐡

醗
、騨

　
し
や
ゼ

　
　
　
　
“
欝

，
巌
嚇
ヒ
κ
5

　
ハ欝

鯛
薮
購

．
　
隠
、

寸

轟
繋
駕　

　
㌦
韓
鞘

贋
，
一
難

げ
　
　
　
　
　
キ
ら
　
　
　

哩
執
轍
串
、

　
　
　
、
威

轍夢
　　　のマ：．　聯・

モ職燈イ

滋藤誰
濃懸き

　
ど
ま

雛
灘

　
　
　
　
輪
留
窺
誕

　
　
　
　
　
ぎ
　
　
り
せ

　　

@
鰐
難
鷲

　
　
　
　
・
而
，
5
4
透
間

ρ欝
懸
議

麟

“臓・・

駒

嵩㍉，

　酋　t

l鞭

纏
，

　
　
」
φ
．
－

・
　
螺

嵐
ぐ
．

ト
下

灘
驚
購

無

口
～

爵
「
　
　
一

」

　
し
で

　
　
爵

　
　
　
　
　
、
嗣
劇
．
‘

－
鍮
織
畷
簸

ρ

　
　
’
　
，

　
　
ノ

　
　
劇
画
‘

ぎ
・
鰐

　
　
寧
、

　
　
ノ

甥
響
瞬

　
㌣
臥
－
r
　
、

　
　
　
　
　
塑

　
　
冠

一〇IL

譲
、
－
毅
暖
㎏

・
欄
蟹
瓢
響
壷
轟
．

・
・
懲
暴
懸
匙
、

鍍畿凝
　　　もで

　ね

藷灘

鵠
騒

　
ま
ゆ

辮
讐

磁
騰
夢
野
畳
，
瀧
難

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
じ
　
い
　
　
つ
よ

螺
髪
，
灘

維
纈
搬

う

燃
騨
誉

糖

筆
蚕
謂

　
　
　
ギ

ー
蟹
　
　
、 ノ

　
　
　
　
　
ゆ
　
　
　
　
　
　
ユ

ぷ
　
せ
　
の

起
今
終
．
」
鑓
「
ず
勤

　
　
　
　
　
マ
　
　
　
　
　
　
リ

．
纏
購
樹
．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
「

，
蟻
識
叢
、
、

麟
翰
樵
㌧
鐸
膿

雛
　

も

画
調　，

零
螺

講購
鷹峯1霧撫

羅羅麟

遜譲

　
　
　
㌻
」

毫
髪
、
、

　
　
・
“
》
「
燕
’
穆
婚
奪
一

．
，
喋
．
灘
雛
幽
廿
、
、
←

七
’
町
「
難
　
、
μ
、
“
．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
眠
、
壷

　
　
　
職
．
幽
、
　
　
T
h
蕗

rS“

γ
λ
、

し
轡
サ
　
　
．

　
」

　
　
　
　
　
　
・
瓢
　
－

、
　
　
灘
鵬
占

爺
掌
．
繋
螺
鱗

　
　
　
　
戸
も
、
　
　
’

蜀
‘
無

塾
罵

　
　
り鯉

無
難

　
　
　
　
魂

　
－
　
・
　
　
4
か
亀
㍗

　
　
モ

雌
轟
灘
購
雛
，

織
機勲

，
欝

膿
醸

　
　
　
　
　
　
鵠

鷺
ぴ
鷺
ぞ

　
　
、
講

灘、
　
、
－
、
菰
寵

　
　
も

講
ド

巧
嶋
為
凋
、
幽

し　
　
｛

　
ア
験
F

　
め
の
　
キ

献
・
銅
義

↓
・
　
　

・

　
垣
　
　
￠饗

籟

♂
　
　
㌧
　
　
　
’

瓢鐸

へ選

　　F
鋸
，

酬
　　L勘

　　駈、
　　t

毒　囑

｝

総

繭
＿蕪

㍉

る

一9

ﾁ
、
　
　
緊
，

　
1
呼

轟
r
・
、

　
｛

・
鞠　

￥
』
、
ヌ
、
臨

月
鐸
～
曼

馨
届
無
，

饗
欝
㌦

　
　
　
　
鹸

、葺
石
軸
L

　
’

．
一
ま
一

’趣難亡

監

獄

，
麟
曝
鰭
．

鰯
謎麟
瞼・！

謡
・
　
翼
長

解
題
啓
．
煽

、
鰭

麟
，
・
－
∵

溝隠

瑠難
懸藩糧・

隔

．
廻
．

箏

毒

．兎1、直

露

kmp
擾【

ヒ

嚇’

一塗
家
　　　v　野
u「号e．
弾．㍗　　v
　　葦

糊　
’

A

9

　　　　as　c
　r　　　　’　　㌧

腎≧、鏑
　1，
　薯　　、

ひ熟
　　　　　’L

　へし
」’　　　　　　　｛

　・藍’爵

　　←ト「
　　おドし　　もり

瓢馬偏

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
㌧

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
嘱

　
　
　
　
　
　
　
‘
轟
、
鐘

騰
畿
翻

　
　
瀬
、
　
．
・
　
b
寮
幽

　
鵜
　
　
4
　
諸
．
鉱

セ

U述「戸　’

　　　　典

　“　　1

　ゴ

塁

L

麟
醜

・
　
h
‘

缶

搬
鰯
蹴

　
　
ヘ
ヒ

照
臨

　
　
琴
『

短
調

灘｝

∬
、

ニ
た
　
　
ヨ

L
廿
¶馬

．

脚
，
嚇

罵

鰹擁隷

；’rL「

I

鋸盤
　触ム：
菱　聴F“

艶麗1

ト

讐
蟹

7円理

霞
欝
潔

　
　
　
　
　
　
曜
冥

ー
オ
聾
t

諺
・
、
U
櫨
幽

－
讐
『
L
．
　
　
　
辱

津
　
　
　
7

　
ず
ヤ
　
ち

　
　
　
　
　
㌧
卸

弊
灘

　
　
　
　
　
　
、
ユ

騒
駒
、

　
　
　
　
ヒ
　
　
　
　
　
　
ひ

　
　
緊
　
　
．

伊

心

，

sS
1

躍

紐L

q「71　　b　　閣

4ny　律

灘

嬢
難
　

詣
箋

藻
臨
や

ゆ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
や

．
吊
し
・
繍
難
陛
，
』

嬬．

鼈

脇
息
露

澱
鐡
鍵

瀧
心
鵬
，
遭
　
山

　
　
　
　
　
　
玉

・硫

　　望’
　v，！F，ur

楓鷺；趣櫨

　
　
ッ

無
語
，

」

’

灘凝

濯
り

　鮮

　　騨
　　　　］

　；“一2gfi

“
　　　じ

曝：

i．・K’．i，t7St．

　　，

　　］

　　己

tし　　・

　　t
凄

ド辱
　4を

a　li

も

‘
－
＾
蝪

．
慧

　
旨
弓

ピ
　
　
、

醸
賦

糠
ら　が㍉㌔、・圃

艘縫

f

Il

冒

’
i
t
“
’
n
y

、
♂
．

難

艘
癒

二

ビ

一T

　勲
嶽が

ド
、

　
甘
魑

　
ぱ

塩
、

・
、
轡

導

　
3

　
　
　
　
ピ
　
ア

蔑
義
盗

灘
　
　
　
　
　
墨



繊藤
野
鱒

　
　
　
　
　
ぱ

難
難

語

轍
夏羅

蝋
耀
置

㌻
，
て
』
韓
評

．
漕
ア
隷
．
．

麟
塾
嚢

腎
、
’
梶
．
《

‘
コ
　
‘
弔
　
・

㌻
，
舞
舞
馬

　
　
　
融

，
騨
群

コ
・
別

離
晦

　
契
L
卜
　
　
」

欝聯

xvww

購
　払

噛噂

ギ
鳶

ら、
峰

轟．

鑑ヨ
　
じ
　
　
　
ぢ

繭
浄

　
も
つ
呪

願
、
．
藁

　
　
　
　
「

1講5
」
τ

耀
轟
蟹
騨

鰻

b
　
　
－

し

望
郷
V

　
　
噂

麗
質鵠

譜
、

“
球
ム
轟

▼

箪
▲

譲

ρ

2

　
き．

町
竃
箋
が

匹
　
亀

　
｝

騨
ヒ

，
騨
鑓

塩
鱒

謙

齢
曝
漣

懸

　
　
　
　
，
、
惇

灘
潔
．

錠
瀞

臼

，ζ；濯

‘　　　iう
　哩　　　～

　㌔辻

齢

　
、
ギ

　
　
・
も
岬

－
搾
．
一
，
繕

覇
濁
汎
、
、
・
謡
．
掌

　
ほ箪

礁

て
　
　
　
　
　
　
　
し
ぞ

f
礁
驚
－
”
穐

　
叩

お
　
　
　
ヨ

〆
ヤ
，
「

、
謙
・
㌻

　
　
　
　
嶋
｝

綴
離
、

蟻
－
騨
拳
轟

講

，
．
，
湖
灘
・
・
欝

、
輪
輝
欝

　
　
　
　
　
　
　
　
ぜ

　YS’
　　’

｝　J

　　りψ

　し

て、

　1

’

菌
㌦

鴛
・

「

1

疑
鳴脅　象

　　『㌦亀

．幽」

轟
蹴矯

　e叫　　
「

　1や寸南

　　輝1　，ノr⊥

齢

避

鐸
藩

　
　
　
　
ゴ
　
　
ウ

轟辮
T　　

L

　　　　勢
面調馬崩彫

－

　
　
キ

、
欝
簿
・

一t／
　　L

‘
覇
、
り
、
．

、

心↑

鑑
論
難
雛
難
齢
蜷

勤
、
律
轄
醸
臨
監
、
「
棄
㍑

転
や
弔
離

、
灘
　
、
麗
、
博

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
い

　
　
　
り
じ

藻
舗
捧

爵
選
鋭

　
　
罫
ヤ
』
〔
晒
p

　
学

　
　
」
7
，

繊
懇
、
毅

　
　
　
　
ζ

　
　
　
　
　
　
　
　
［

　
り

『
㌦
ボ

　
，
　
　
「
，

、

鴛『

M，」

“

畢

懸欝

毒
ぞ
鑓

　　

A
捲
臓

　
　
　
　
r

星

；1｛欝

鍵灘蛮

｛

窪

，、
←
嵐

壷
了
「
卜

耐
鱒
．
戸
一
、
〕
．
織
臓

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
｛

ド
ケ

個
、
鵡

肇
馬

雛
．
，
．

賛

†
「
ど
㌧

属
　
「

　
一
凋
－

　
　
｛

‘
“

　
も
♂

」
耳

　
帆「

　
←

　
　
　
り

糖
誌

．
切
　
　
　
臣
’

埴

r「・睡

撚

謎
蹴
蝕

　
　
　
　
　
ら
　
　
　
　
　
ゆ
へ

　
　
　
　
　
　
　
る
く

、
諦
灘

　
　
署
　
5
　
　
　
　
　
　
　
　
　
h

　
　
　
　
l
　
〒
4
4
［

…
灘
騰
、
、

　
　
r
k
　
　
　
　
　
　
　
　
　
「

＾
｛　

　
轟

　
　
　
雪

の
　
　
　
レ

る
ご
・
．

轟
轟
、
ド
　
馬

ぞ暫
し
→

饗

餓
犠
〆

　
　
　
　
慰
侮

ノ
。
竃
縷

　
　
　
　
　
’

り㍉
生
轟

い
一
♂

　
　
ゴ

，
濠
撫

鳶

》
灘
馬
．

を
　
　
イ

紮
陵

　
　
　
　
　
ヒ
聾

’

　
　
　
　
　
　
　
・
、
も
、

評
嚢
懸
認
．

　　

@　

@
蒙
訪

獺
菱
．
「
塗

曝
し

　
　
　
レ
臥
．
」
議

論
冨

’

繋
”1臥
1

讐ぴ鼓
，
義

　
　
　
　
噂

》
篠

鹸
、
．耳

箔
窪
・

鵡

鐵
」

，
、

凝
冥

し

Ψ

い
蕨

簸．
　
当
、

綴

醐
　1”

瀬

，

醗
翫：

ぎ　
　
　
　
　
　
コ

考
犀
匹
メ

、
慧
耀
ぺ

　
　
v
“
　
　
　
　
1

孫
ギ
ψ
　
’

　
　
　
　
、

　
⇒
■
弩

の　
ζ

，
．

馨綴
b一　．S

総

踊
　
　
’

町
≧b㍉

「

　
　
　
　
　
　
　
冒

ユ

沸
転
瞬
，

幽
　
　
　
　
　
F

撃
穿
｛

了

　
　
㌔

’

『
　
弓

　

護
，
買

　
凶
　
　
　
　
　
　
探

｝
1

騙睾ト

騒

4

，
欲
姻

　
　
　
　
　
　
ず

馬
・
意

撃
ボ
．
誌
、

｝
陽
　
、
　
一

　
　
　
』
　
’
↓

　
　
　
　
　
鬼

　
蟻

参
　
　
　
　
　
　
旨

節
、
題

　
　
　
　
　
　
ド
へ

　
r
　
　
　
　
し
」
し
「
・

－
一
謡
避
填

J岬「N　懸
垂ila　St1

羅遜

‘

畿
1

’

i

・
馴溝

鷲
臨
㌦
，li” 﨟f

”

“d

　Ys“．Jd
Rjひ　哺
よ　 璃g一　lpX

餌

噸

r　s
　　　　lls　．LS

講麟
総1撫

礫 麟

　
部
、辮

鍵
輔

　
岬
，

騨
事
へ
・
烈

　
　
る
　
　
　
ヨ

　
　
　
軒
止
。
、

　　

D
製
盛～

㌧，
げ

藷

粥十

哩
　
，

一

　　

@　

@　
@・

ｮ
L
篭
》
』

灘
磯
輝
縄
．

　
ヤ
　
　
　
　
ゲ
ヨ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
浜
施

　　

@　

x
　
、
　
－
綴
り

乏

○

叢
　
ピ

蔚
欝

　
　
　
　
　
　
　
　
や

甜
h
．
†

へ
　
、

認

識1・ 蜷X

羅
～
6
　
　
4

”
，

輔
雫
ナ

㎡
㌍

県
門

－
鱗

一
　
　
　
ダ

”t

幾

日群蜥
甚・幽　　

1

塾攣

芋碧．
v
’　ゴ　1L

　覧t蝉い
　　1が」‘

’
　
　
　
　
雀

馳
画
‘
罫

3
八
・

　
一
、
’

　
穿

㌔
　
　
頴

ナ
♂

ゼ

飾
づ

、
避

難磯
猿

鍵
　v；

幣
ア

“
ぜ
－

もり
リ罫

』

1

驚

戴
綴
〃

野
7
博

｝ll・鷺

諜
・ひ軽．．

驚
懸

齢

璽s
卜触㌧

L■峠

tt　g’tiiii，ilill・i綴
織～貯話

欝煙
毒
嵐

灘

塗㍉

濯
や

蓄

　
り
の
　
　
　
ゐ
ら

㌣
認
齢

｝
．
遜

　
　
　
串
♂
イ

　
　
　
　
飽
　
か

　
　
く
　
　
　
，

麟

魏
藤
り
遊

｛

　　

ﾀ
．

権
懇

～
灘

　
i

麟
雪
ぎ

　
賄
㌔

1

賢

v
雪

毛

馨
．

網
yl

警
撫

購
匡＝ダ

tAt
冒i

　
　
　
ヤ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ほ

‘

　
　
か
や
7
｝
ボ
磯

　
　
　
毛
　
　
　
　
　
　
　
ノ

鷺　　　
鯛

こ

’
，

　
ユ

爵
・
－

，
馬

鱗

病気
』野，i

麟

噛
鰯

爽
気
，

高

騰

・
耀
辮
戦

～畷、

「

　
　
岬
　
、

　
　
　
ト

　
ト
　
　
喝

キ
　
　
　
　
へ

　
ぜ
　
　
「

四
馬

1

｛
量
目
．

篤

鐸
辱

「

　
　
　
7

ぜ

難
…

｝

～

㌧
巨

」

う

の
げ綱

漉

、
・
㌔
蓄
郵

鯉
㍗

雛

ψ
ぎ
｛
，

紬
，
遭

　
、

　
　
　
　
　
る

．
馬
ち
f

い
　
　
バ
は

　
　
h
－
」
、

　
蝋
’

ヒ
へ
に
ゴ軸

鍬

　
　
け

ず
て
い
け
　
　
じ

　
博
趨
ゑ

　
凹
凹

　
、

→
こ

師
　
ゐ

厳
し

㍉

←凸

f

蟻

難
解纒

灘
麟甑
織糞i：1

茸
　
コ

　
y

趨
翻1

1
多

ヒ
曇

8

‘

≠

三

毛岬・

縣
；驚

麹
r　」

・
～

　
　
　
ニ

醜
．
，
「

コ

斜
餐
…

　
　
　
　
、
隔
幣
雄

…“
B、

結
ﾀ
謙

　
し
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
へ

　
　
　
4
　
　
　
　
η

？
　
　
、
　
歴
　
　
　
晒
‘

　
　
　
刀
　
　
　
　
　
　
　
，

　
　
　
ぜ
ト

λ
　
“
　
し
　
，

　
　
　
　
　
ピ
撃
．
馬

　
　
　
　
　
　
　
　
μ

u
婁
財

憂
事
　
』
　
門

瓢
蒔

ζ
　
　
2

懸
　
り

．
「

炉
肉
，
ヤ

肱
粗

ガ
”

遮

鮪
．猶d

　
砕
黛

唖㍊巴牌

↑

欝

類緯
ら

　
　
　
呪

　　

@
難
鷺

蕪
鑑
齪

懲嚢

蟹燕議i

ザ零

㍉
、
噌
　
山
鳩

6

・
－
漁
　
　
’
　
　
　
　
甥
唖

耀
講
譲

職
．
霧

》
　
　
　
　
　
曜

哩

卿

錨

儒
伊
　
’

　
　
　
　
　
　
ギ

欝
灘

ね

灘鱗
i醜悪熊

ハ調
1烹零
　．eし

　　ミ・t
：t　el

　　u雪

颪脱臼焔、引轟
’
マ
コ

，
・
，
蝕
践
’
蔑
武
臣

　
　
隔

’　
4

駅
　
，

鰹

夢

　
　
　
　
」

｝
4

縛
畷

ig・

驚縷
T

，’

P舞輪

・糾

鱗
　　　’

帖
」

1こも渦

“
曾
境
・

嚇
μ
∬

　
　
　
、

’
勘

遷
畿

　　闇tl：

　v’r

t

臨

　　ヨT

　j．隔照

錨

茎

l
it↓

噺
　
卜

雛

：嚇蟻

購1∵

－
轟
、

，
去

“
φ

あ盤
錯
，
－

」

肉
ド
諭
謬

　
筆
脇

，

継

逓
戦
｝

　
　
　
’

童。
に
訣

．
紳
卜
覧

轟
凝
、

鴇
黙
、
鍛

鳳

蟄耀
鐙1幽”

ド

駆
」耗

耀
繋

　
　
ぞ

諜
叢

霧

　
　
　
　
ハ
ト
ぬ

　
　
ヨ
　
　
　
　
　
　
ヨ

。
7
歯
軸
導
．

　
　
ユ
リ

㍗
嘗
・
槽
齢

　
’
・
ε

購
講
“

謹
　
鞍
・

↓
虐
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
’

　
　
み

　
e
　
　
喧

縫

、
｛
．
潰

ぎ
「
篤

尋，

煮

劉
　
デ
「

　
　
　
7

一
　
　
　
　
」
覧
7

　
｝

冒
㌧

　
†

鈷
’

軌

蹴

」
n
4

懸マぜ　　ド，
旗
－
冨
・

　
　
勾
宮
4

　
く
、

　
h
　
　
　
’

き

・
く
　
　
　
冒
一

㌦
響
堀
噌
一
一
　
、

　　

@
轟
輪
い
f
穏

　　

@
聾
域
撫
卑
・
桑
劃

　
　
　
　
　
、
　
　
　
　
　
　
　
￠

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

亀

鑑
’

層

累
賑
ガ

　
　
　
♂

警

櫨
？
瀬

翻

騨
苛
、

　
　
　
⇒

国
忌
蟹

－
献
，

の
i
覧

　
＾
　
一

津
　
曲

驚

礁
羅

・
斗

ド

触
綴
，
ψ

、
1
．
覧

拒
止
r
、
「

角
聴

講
碑
、
，

．
毎

猿
隈三階麗戦“

　　　　昂Tレ
i
t，一“

一F

よ，趣

灘翻
ttg￥ptag．．x，，

額
　
早

縄
垣

Ft

く

・
　
嘉
（

　
　
　
工

籏

宵

（

惣
」

　
　
メ
触

L

》

著
轡
㌧
，

　
　
　
　
　
　
「
聖

　
　
　
　
↓
　
　
　
　
　
叫

て
　
　
　
け

蕪
　
畠
㌧
4

p　7－
vn／｝昏

．

　ミ

離
継

h
‘　印

tlD匹

3．学．．■＝

J転
い」」

ヤ喚

声’1噂

‘出t
　　li

　
　
ヨ
　
　
　
　
　
　
び
さ
　

，
，
“
護
身
塘
，

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
嵩
　
d

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
し

・
　
　
事
　
雌
強

■

騨
ツ
咋P

　
｛

畷
礁

冗

　
　
ヒ

、
ム
藏
「

－
曳
、
。
＾
h

灘
繍

醸
一二辮h

鎌継

1

　
～
評
乳

量
ー
等
ゴ

顔
」

難
雛

　
　
　
　
　
　
、

瀧
薄
嚇
湘
灘
．
、

　　

@　
@　
@　ﾙ
、
．
、

獺
．
㌃

1”v［

風
6

r悪擁

紬

窯
“
⇒
裾
一
翼
哨
’

　
　
　
羊
摺

，
趣

繊
糧

盛「

L耳

懸
呪

岡
部

燕
一

　
　
　
　
　
申

ヒ

『
悔

、
争
論

　
　
　
　
　
　
　
「
㌦

　
　
　
　
　
1

　
　
　
　
　
　
　
ぐ
　
　
ロ
　
　
し

　　

@　A
・
繰
鞍
懸

　
　
　
　
望
．
　
嘱
」

　
5

　
竃

　　

Q
群

鐸
　
　
己

　
　
　
　
　
へ

目
燕

州、

Y
・

　
　
　
’
ぜ
　
一

　
　
▼
　
　
，
町

’
「
・
」
　
上
・

　
　
，

灘騨郷鞭i

康．噛麟あ
　
㍉

　
ぐ

　
　
　
　
　
f
コ

舶
．
r
卜
轡
，

ヤ
　
」
ユ

　ノ　　　ィ

両論
　　亀、1
4
i
i
　蔦㍗・占

　・調
　　ヘ　ロ　　　　　　も

　　‘欝

　　甦
　　む　　いト

　　寡ト，・

燵L㌦繍
　、→　PttlliL’，・

1懇響1

悟
，
壁
レ
　
旭

藍
，
っ
嶋
｝
軋
」
縛

螺

」

T

　
　
　
　
弐
，
画

　
」
　
　
’
磐

　
　
　
　
盛
　
6
　
讐

楼
器
経
，

逡
達
、
耀

け
講
講

一
μ

●
　
　
　
　
　
「

騨淫

，甥．
異

羨
、
．

t

醐
F’：

、㌧轡

醜
r

㍗宰
t
‘
累

　
　
，
イ
＾

讐
　
　
嵩

黙
ぎ
魑猿
1

’Tk臨

・
響

翼

纏
緊
夢

　
　
が

…
雛
纐

P

J

iXr　．　」

　
　
　
塵

藻
媚

渉

一
縄

㌢
錦塾

　
，
　
－
一

驚
感

　
一
　
　
己
』

　
　
’
｛

　
　
　
　
↓
．

ノ
識
誘
、
」
’
、
、

絶

t　一”

r

r

z

諺
　　s

櫨
【
D
－

推
・
．，

垂

　
，

階
駄
メ

　
　
4

【

層

■
詞

嚇

撰

織
鍛鐙

も

轡ζ

雛曇

羅
緊
‘

藁
レ　

U

盛
　
　
’

山
’　

隔

’

i’T郷｛：

慰撫

り

　
ず

ギ
｛
，

，
譲

艦
τ
曙

叢
薄

認
翼
蝦

戦
・
序

（
臨

　
㍗

，
鱒

’
黙

　
　
㍉
准
、

」
　
「

、

叫

蚕

ゴ
～

，
鷲
尾皇ド

灘
鴫

画

」

饗
懇綴
鱒灘

4
，
ひ

ξ
チ
ρ

の
ま
ド
ヨ己

悪
，
爵

収
延

　
’　
r

♪
ぜ
．
醒

灘
麟
盤

叫

一
　
晦


