


補体攻撃からの白己防御機構lこ関する研究

中野泰子



固 とた

A 補体第二経路による自己赤血球m別機憎

A. 1 自己m別因子の検索

緒言

材料及び実 駁方法

l 試薬

2 緩衝液

3 EACI-3b，Pの調製

4 活性測定周血m試薬の調製法

5 補体第二経路因子の活性測定法

B ウサギ布1i体因子の制製法

7 7 ミノ殴組成分析法

8 7 ミノ酸配列の決定法

9 等電点の組IJ定法

10 SOSゲル沼気泳助法(SOS-PAGE) 

結果

l ウサギ 因 子 の 諸 性 質 と そ の ヒ ト 因 子 との比較

。
，
“
の
ノ
M

の
A

v

n

ぺ
ν

のぺ
U

1.1 P因子

1.2 H因子

1. 3 C3因子

1.4 B因子

1.5 0因子

1.6 l 因子

，
A
幅噌
E

n

n

v

n

h

υ

n

h

u

n

h

U

》

曹

伺

，

a

"

，

，

内

，

，

《

Mν

向

n

u

n

河リ

U
v
n
W
u

内
凶

u

n

H

u

《

H

u

n

H

i

l

l

 

2 各因子を用いた{ffil日1組み管え実験

2. 1 B因子

2. 2 0因子



._ーー

2.6 C3因子 11 

結語 12 

A.2 尿中に存在する DAFの精製及び諸性質の検討 13 

緒 言 13 

材料及び実験方法 14 

試薬 14 

2 股上の C3/C5転後l!ir索 に 対 す る DAF活性別l定法 15 

3 液相 C3転倹酵素に対する DAF活性 測 定 法 15 

4 N末アミノ殴配列決定法 15 

5 イノシトール分析 15 

日 ジスルフィド結合部位の決定 16 

7 他の方法 17 

結果および結語 17 

尿 DAFの約製 17 

2 ジスルフィド結合位置の決定 19 

B 自 己 赤 血 球 を 制i体系の攻懸から守る第 二 の朕因子 22 

B.1 新しい補体制御タンパク P-18の精製及び諸性質の検討 22 

緒言 22 

材料及び実 験方法 22 

試薬 22 

2 緩衝液 23 

3 ヒ ト 赤血球から のス トローマ鋼製法 23 

4 溶血中間 体 EC5ー7細胞の調製法 23 

5 Reactive Lvsis 組答 測 定 法 24 

6 FACSによる解析法 24 

7 他の方法 25 

結果 25 

制御タンパクのf;'l!製 25 

2 抗 P-181gGを用いた検討 26 

3 P-18の血液細胞 中 の 分 布 及 び P1PLC(phosphatidyl inositol 27 



specific phospholipase C)処理による 効 果

4 PNH患者の血液細胞上 の ト 18

結語

B.2 尿 P-18 の精製及び C末椛~解析

緒 言

材料及び実駁方法

l 試薬

2 緩衝液

3 溶血中 間 体 EC5-7細胞の調製法

4 Reactive Lysis 阻 害 測定法

5 ア ミ ノ酸配列決定法及びアミノ酸組成分析

6 他の方法

結果

司

f

司

t

o

o

n

O

Q

u

n

w

u

n

u

n

u

n

u

'

l

・11
a

n

L

a

q

司

t

k

υ

。r
u

n

，“

n
r
u
n
〆“

n
r
u
n
〆
“
の
A
w
n
ι
u
v
n《
υ

η

ι

u

n

ぺ

u

n

点

u
v
n
A
U

内
ぺ

U

内

A
V
a
A宅

結 3a

総合考察

委考文献

謝辞



A 将i体5fi二経路による 自己赤血球識見IJt袋附

A. 1 自己識見IJ因子の 検 索

[緒言]

締i体系には、抗体依存性の古典経路と抗体非依存性の 第 二 経 路 と 呼 ば れ る 二

つの活性化経路が存在する(図 1)( 1、 2)。古典的経路 は 主 に 免 疫 複 合 体 に よ り 活

性化され、 Ca++の存在下、この緩合体に C1が結 合 す ると、自発的分子内活性化

反応 が起こり、活性型 C1になる。これが C4を限定分解し、 C4bが チ オ エ ス テ ル 結

合を介して複合体に結合すると 、 Mg++の存在下、 C2が C4bに結合し、これを活性

型 C1が C2aとC2bに分解し、 C4b，C2aという C3転後酵素を形成する。これが更に C

3を限定分解し、 C4bC2aC3bを形成する。これは、 C5転換酵紫と 1呼ばれるもので、

更に C5をC5bとC5aに 限定分解し、この C5bが結合すると、これに C6が結合し、 C

5b6;が形成される。次に、ここに C7が 結 合 で き る よ うになり、この C5b-7は、 寿

命の短い朕結合活性を j寺つ。般に結合した C5b-7に C8が、 次いで複数の C9が結合

し、 C9のポ J) "<ーが形成され、朕攻日翼線合体 (Membrane allack complex， MAC) 

が 完成する。この MACにより、異物が破壊される。

一方、第二経路は、その活性化に際して、特異抗体と祁I体初期成分 C1， C4， 

C2が関与せず、 C3，B， 0， P， 1とC5-C9の朕攻撃因子より成っている。第二経路

の活性化は血消中で常に微Ji!.の C3分子内のチオエステ Jレ結合が加水分解された

C3 b綴 C3(C3i，C3(H20))ができており、この C3iとB，0により Mg++存在下、初期

C3 転後務 ~C3iBbが形成される。このfJJ Jt1JC3iBb は弱いながらも C3 を C3a と C3b に

分解し、この C3bが近くの物質にチオエステル結合を介して結合する。結合部位

が細菌や!i'i¥極細胞上であれば、この C3bに BとDが反応して、 C3bBbと成り、 さら

に安定化因子のプロバージン (p)が反応して、 C3bBbP組合体 (C3転換 M~i) が形成

され る 。 本 勝 繁 に より、さらに C3が分解され、 C5転換酵素である C3bnBbPが 形 成

され、これにより C5が C5aとC5bに分解されると 、 後は古典経路と同様に MACが形

成され、Jl~物の破域i が起こる。

このように初期 C3転後酪紫 C3iBbはlln中で常時形成されており、又この酵素に



より切られて出来た C3bがチオエステル結合を介して近くのものに結合するとい

う反応は侵入してきた細菌などの異物のみでなく自己細胞、自己赤血球上でも

起こっているはずである。ところが、実際は異物上でのみ補体の活性化がiIfjみ、

自己細胞上では進まない。 Kazatchkineら(3)はヒト補体策二経路を活性化しな

いとされているヒツジ赤血球にヒト C3bを結合させ、これに Mg++存在下、 1251ラ

ベル Bまたは、 1251ラベル Hを反応させる実駁を行い、 Hの方が Bより 5倍も強い鋭

利性を示すと報告している。又、 Brownら(4)は、肺炎球菌の制胞監は、第二経

路の強 力な活性化物質であるにもかかわらず、英政は活性化物質では無いこと

から 、 細 胞 墜 に 結 合 した C3bと爽股に結合した C3bに対する HとBの綴利性をヒツ

ジ赤血球に結合した C3bに対するものと比較する実験を行っている。ヒツジ赤血

球に対する Hの親和性に比べ、細胞墜 C3b、災服 C3bは共に、鋭利性が低〈、活性

化物質の僚であるが、ここで、 Bの親和性を見ると、細胞墜 C3bはヒツジ赤血球

C3 bと問機 商い親和性を示 し、 災以 C3bはこれらの 30分の lと、非常に結合能力が

低 かった。この結合 C3bに対する BとHの鋭利性が第二経路を活性化するかしない

かを決定していると、彼らは報告している。そこで、 C3を中心とした B. D. P. 

H. 1の自己抱月IJに来たす役割jをヒ卜血消がウサギ赤血 球 を ウ サ ギ 血mがヒト赤

血球を溶血させることがわかっているので(図 2)、この系を用いて解析した。

[材料及び 実験方法 ]

l 試薬

ポリエチレングリ コール 4.000(PEG4.000)は和光純薬株式会社、 TPCX処J1Ilトリ

プシン及び分子量マーカー(SDS-6H)はSigma CO.、 EACA(ε ーアミノカプロン酸)

は生化学工業株式会社 、 ア ン プ 才 ラ イ ン は LKB CO.、モルモット乾燥補体は ROC

KLAND CO.、非働化抗ヒツジ血球JUl消(へモリジン)はデンカ生研、ヒツジ赤血

球は臼本生物材料より購入した。 K76-モノカルポン酸 は大塚製薬より供与いた

だいた。 DEAE-Sephacel. CM-Sephadex. DEAE-Sephadex A-50. QAE-Sephadex A 

-50. Sephadex G-75. Sephadex G-200. Sepharose 6B はPharmacia Fine Chemi 

cals Co 、 Bio-Rex 70. Bio Gel A-0.5m はBio Rad Laboratories Co.より購入

した。
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2 緩衝液は以下の組成の物を調製し、用いた。

VBS(Veronal-buffered saline) 5 mM Barbital Na. 145 mM NaCI. pH 7.4 

GVB VBS. 0.1% Gelatin 

EDTA-GVB GVB. 10 mM EDTA 

EDTA-DGVB EDTA-GVB. 5% Dextrose 

GVB++ GVB. 0.15 mM CaCI2. 0.5 mM MgCI2 

DGVB GVB. 5% Dextrose 

DGVB++:GVB++. 5% Dextrose 

Mg-EGTA-DGVB DGVB. 12回MMgCI2. 5 mM EGTA 

EDTA-Saline ・ 145mM NaCI. 10 mM EDTA 

ED T A希釈モルモット 血清:モルモット乾燥補体 3m 1分を 200mM EDTA 3 mlに溶

かし、 DGVB9 mlで4分の lに希釈した。

3 EACI-3b.Pの調製法

ヒツジ赤血球(Ix109cellsl個 1)を EDTA-GVB中、 400倍希釈ヘモリジンで処理し

感作 赤 血 球 (EA)を調製する。次に Hong等の方法 (5)に従い K76ーモノカルボン酸を

GV B++・DGVB++(1・1)に 4Bg/mlとなるように溶かし、血m: K76-モノカルボン酸溶

液(1 : 3)の 割 合 で 4・C. 16時間インキュベート後、これの半分置の EA(lxl09cell

sl m 1 )を加えて、 30'C、 60分インキュベートすることにより EACI-3b.P:が調製で

きる。 EACI-3bは後で述べる RPを血mの代わりに用いて 同 僚 に 制 製 す る 。 又 、 E

AC4b.3bは EACI-3b.Pを EDTA-DGVB中、 37・C、 3時間インキュベートする司王により

得られる。

4 活性i!ll]JE用血清試薬の調製法

RP (P因 子 欠 損 血 清 ):ヒト RPは、ザイモザンを血清 5mlに20mg jJllえ 17'C. 60分

インキュベート後、 1000xg. 10分速心した上消に、 10mM EGTAと5mM MgCI2を

加えて調製した (6)。

RB (B因子欠煩血清):ヒト RBは、 ヒト血消 10m1に0.1M EGTA 1 mlを加え、 50・C.

20分 加 熱 処 理 し て Bを失活させ、 1M MgCI2 0.1 ml 加えて RBとした (7)。

。。
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RD (0因子欠損血清):ヒト RDは、 ヒト血消 10m1から、 YBSで平衡化した Sephade

x G-75カラム (2.5 x 90cm)によるゲルろ過で調製した。浴出したピークの A280

の舷が1.0以上の部分をプールし、元の血洋i置まで、 Toyo Rosh i UK 10 f i 1 terで

限外ろ過して濃縮し、 RDとした (8)。

R3(Factor C3欠損血清):飽和 KBrと血消を 2:1で混合し、 4.C、引l寺rln処理後、 V

BSに透析し、これを R3とした (1)。

5 柑iI本第二経路因子の活性誤IJ定法

P因子:ヒト RP、ウサギ赤血球、験体を Mg-EGTA-DGYB中、 37.C， 10分インキュベ

ート後、 1000xg ， 5 分遠心し、上 ?~j の A 413を 測 定 し た (6)。

B因子:ヒト RBを用いて、 P同様に 40分 イ ン キ ュ ベ ー トして測定した (7)。

D因子:ヒト RDを用いて、 B同僚にiJlIJ'主した (8)。

H因子:ヒト血清、ウサギ赤血球、検体を Mg-EGTA-DGVB中、 37・C，30分インキュ

ベート後、同僚に測定した。 Hを加えない場合を 0%阻害、 Mg-EGTA-日GVBのかわり

に、 EDTA-DGVBを用いた場合を 100%阻害として、溶血阻害を Z阻害で示した (9)。

C3 :ヒト R3とEA Iこ検体を加え、 DGVB++中、 37・c、 30分インキュベート後、同僚

に測定した(1)。

B ウサギ棉i体因子の精製法

同じ血消より全ての目的因子を得るためにヒト補体因子精製法 (1，10-16)を

参考にして、 PEG4，000を用いて、 50 mM EACA， 150 mM EDTAにしたウサギ山1Ii'jを

図3のように 5% PEG沈級、 5-12% PEG以;殺、 12-26% PEG沈滅、そして 26% PEG上清

の4つに分画した。

①5% PEGちti搬分画からの Pの精製

5% P EG 沈澱は、 20 mM Tris-HCI， 0.3 M NaCI， pH 8.6(5.C)に浴解し、 20 mM 

Tris-HC1， 35 mM NaCl， pH8.6に十分透析し、同緩衝液で平衡化した QAE-Sepha

dex A-50カラム (4.6 x 40cm)に添加した(図 4)。この紫通り町分をプー Jレし、 i腹

縮することにより Pは容易に精製で きた。 血清により混在物が見られることがあ

るが、 Bio Gel A-0.5mによるゲルろ過で純粋な Pを得ることが出来た。

-4 -



②5-12% PEG説;澱分画からの Hおよび C3の精製

5-12% PEG沈澱は、 3.2 n Mリン酸緩衝液、 50mM EACA， 10 mM EDTA， pH7.4に

溶解透析後、同緩衝液で平衡化した DEAE-Sephacel (4.6 x 37cm)に添加し、 0

300皿MNaCI塩澱度勾配 lこより溶出した(図 5)0SDS-PAGEと活性で確認した HとC

3のブラクションを各々プールした。 H函分は 50%飽和硫安 tti殿し、 VBSで平衡化

した SephadexG-200カラム (2.5x 100cm)にかけ 2回ゲルろ過を行うことにより

精製した(図 6)0C3は PBS，5 mM EDTA， 50 回MEACAを用いた Sepharose-6Bカラム

(2.5 X 100c園)によるゲルろ過(図 7)後、 25mM リン厳カリウム， 100nM KCI， 

50 mM EACA， pH 7.4で平衡化したハイドロキシアパタイ ト カ ラ ム に か け 、 2M 

KC 1を含む緩衝液で洗浄後、 125mリン酸カリウムを含む緩衝液で C3を 溶 出 し 精

製した(図的。

③ 12-26% PEG沈澱分画からの B因子の精製

12-26% PEG洗澱は、 10nMクエン ili1緩衝液 ，pH 6.0に溶解透析後、 CM-Sephad

ex C-5 0カラム (4.6x 35cn) に添加した。洗浄後、 100mMクエン敵緩衝液， pH 

6.01こより溶出した(図日)。次に、 30mMリン酸緩衝液， pH 7.0を周いた DEAE-Se

phadex A-50カラム (2.6x 30c.)にかけ、 0-250mM NaCI 濃度勾配により溶出し

(図 10)、更に PBSで平衡化 した BioGel A-0.5mカラム (2.5x 100cm)によりゲル

ろ過し精製した(図 11)。

④ 26% PEG沈澱分画からの D因子の精製

26% PEG上消は、 Bio-Rex70カラム (4.5x32cm)にそのままのせ、 VBS， 0.2% 

Triton Xl00， pH 7.0で洗滞後、 VBSで更に洗い、 350mM NaCIをふくむ VBSで浴

出した(図 12)。これを VBS，pH 7.4で平衡化した SephadexG-75カラム (2.5x 1 

00 c m)で ゲ ル ろ 過 し 精製した(図 13)。

⑤ iの精製

ト 12%と 12-26%PEG以:i撒部分の両方に存在し、他の因子を制製した残りの部分

よりの精製を試みたが成功しなかった。ここでは、 5-12%PEG函 分 の DEAE-Seph

ac e 1カラムの素通りフラクシ E ンを部分精製!として用いた(図 5)。

に
υ



7 7ミ ノ酸 組成 分析法

P(60J1， g)とH(100μg)を 50 mM NH.OHに透析し 、凍結乾燥後、 6N HClを 100μl

加え、 N2置換して封をしたのち、 110・C，24時間 加 水分解した。アミノ酸分析は

HITACHl 835 hino Acid Analyzerで行った。アミノ酸組成はモル%で表した。

但し、 トリプトファンは、 4.2 N NaOH， 110"C， 16時間による加水分解を行って

分析した。

8 7ミノ酸配列の決定法

P(33μg)とH(60μg)に8 M グアニジン塩酸、 40 mM DTT， 0.2 M Tris-HCl， p 

H 8.0を 100μl加え、 37"C，11時間還 元した後、 10μlの O.1 M ヨード アセトアミ

ドを加え、 37・C，20分アルキル化し、 50 mM NH.OHに透析後、凍結乾燥し、 30

μlの 10% SDSを加え、 100・C，3分溶解した。これを Applied Bio Systems 470A 

Gas Phase Protein Sequencerにかけ、 N末端からのアミノ酸配列を決定した。

9 等電点の測定法

0・Farrellの二次元 電 気 泳 動 法 の 一 次 元 自 の 等 電 点電気泳動の系を用いて行っ

た(17)。

10 S D Sゲル電気泳動法 (SDS-PAGE)

Laeul iの方法に従い(18)、 0.1%SDSを含む 7.5%， 10%，7.5-15%のポリアクリ

ルアミドゲ Jレで泳動後、クマシープリリアントブルー染色を行った。分子量マ

ーカーとして myosin 205kDa， s -galactosidase 116kDa， phosphonlase B 97 

4kDa， bovine serum albunin 66kDa， egg albu阻 in 45kDa， carbonic anhydras 

e 29kDaを含む SDS-6Hを用いた。



[結果]

l ウサギ因子の諸性質とそのヒト因子との 比較

1. 1 P因子

PはPillemerら(19)により 17'Cでザイモザンと複合体を作る血 f背中の物質とし

て発見された。ヒトの Pは分子 iil56，000のサプユニットからなり、このサプユニ

ットは、お互いに結 合しやすいように長い S字 型 を しており、オリゴマーとして

存在するが、 80%の Pは 2-4個のサプユニットより構成 さ れ て い る (20)。そこで精

製したウサギの Pについて術進及び蛋白化学的性質を検討した。

2-メルカプトエタノール (2-ME)の(+ )と(ー)、すな わち還元と非選元の条件で、

10% Laemm 1 iの SDS-PAGEを行ったところ 、 図 14に示されるようにヒト Pではい)2 

-MEで分子置 58，000、(ー)2-MEでは 53，000から 54，00日の位置に 3本のバンドが検出

され、ウサギ Pでは (+)2-MEで 58，000、(ー)2-M Eでは 52，000から 54，000の位置に 2

本のバンドが検出された。(一)2-MEで総数のバンドが認められることは、 1981年

にRe i dとGagnonが報 告しており (21)、又、 1984年、 Smith等の報告にあるように

(20)、 Pの分 子内 ジスルフィド結合の存在から、それら に よ る 分 子 多 形 に よ る も

のと推定される。

ア ミノ酸組成を調べたところヒト Pに関しては、 1974年、 Mi n t aと Lep owの報告

と一致した (22)。ウサギ Pをこれと比較したところ、ともに Glu，Pro， Glyが多

く、 Met， lIe， Tn， Pheが少ないという特徴が認められ両者にはほとんど差は

みられなかった(表 I)。又、 N末端アミノ酸配列は、図 15に示すように 33μEの

Pを周い、 N末から 38番目まで決定した。ヒト Pについては、 1981年、 Rei dとGag

no nが36番目までのアミノ酸配列を報告しており (21)、それと比較してウサギ P

は8個のアミノ殴が異なっていたが他は一致しており、 78%の Homologyであった。

これらの結果より、精製した因子は確かにウサギの Pで あ る も の と 思 わ れ た 。

又、 Pは布Ii体第 二経路 C3/C5転換 M紫を安定 化させる機能 を持つことが報告 (2

0， 23)されているのでウサギ Pの安定化作用について調べた。浴.lftl中 ml体 EAC4，3

b IこBとDを反応させ EAC4，3b，Bbと し 、 洗 1争後、 p;を加え 37・C， 10分イ ンキュベー

ト後、 EDTA 希釈モルモット血消を加l え溶血させて、 C3b ， Bb サイトの残存霊をìJt~
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定した。図 16に示すように、ヒト Pと同様にウサギ Pでも宣依存的に溶血の促進

が認められた。次にこ れ が C3/C5転侠酵素の安定化の結 果 に よ る の か を Pを加え

た後、インキュベートし、その後 EDTA希釈モル モット血清を加え溶 血させて、

各時間iにおける C3/C5転換醇紫残存置を関ベた。図 17がその結果で Pを1J日えない

ときの半減期が 2.5分 なのに対してヒト Pで7.5分 、 ウサギ Pで 12.5分と Pを加える

ことにより半減期は 3-5倍延長しており、これらから、 ウサギ Pもヒト P同憾に C

3/ C 5転換酵素安定化機 能 を 有 し 、 反 応 の ilt行を促進していることが確認、できた。

1. 2 H因子

ヒト Hは分子量 150.000の一本iJHgタンパクであり (24)、血中査も 300μg/mlと

か なり多い。今回精製したウサギ H因子の構造やタン パク化学的性質を検討した。

Laem~li の SDS-PAGE を行ったところ、 ヒト Hは分子量 155.000、ウサギ Hは 160.

000を示した(図 18)。又、等電点はヒト Hでは Nagakiら(9)の報告巡り、 6.2-6.3

で、ウサギ Hは6.3-6.4となった。次に、精製した Hのアミノ酸組成を解析した。

ヒト Hについては、 SimとDiScipioが 1982年に報告しており (25)、ほぼ一致して

いた。ウサギ Hは表 Eに示すように 、 Ser. Glu. Val. Cys. Tyrで若干差が見ら

れた以外は、一致していた。

H因子は NilssonとMu 1 1 e rーEberhard(26)により、有li体第二経路の制御タンパク

として単齢された。このタンパクは C3転換酵素形成 i時に Bと競合する事により C

3転換書事業の形成を阻害する。 このようにヒト Hは補体 第 二 経 路 の C3転換醇素形

成を阻害する因子であるが、ウサギより精製した H因子がどのような活性を持っ

か調べた。 EAC4b.3b. PにBとDを加えて C3転換醇索を作らせる際に Hを1J日えてその

効果を調べた。図 19に示すようにヒト Hも、弱いながらウサギ HもC3転換酸素形

成を阻害した。

1. 3 C 3因子

ウサギ C3はすでに Giclas等 (27)に よ り そ の 料 製 が 報告されている。今回精製

したウサギの C3をSDS-PAGEで分析したところ、 ヒト C3は分子 bl120.000と70.00 

0、ウサギ C3は 125.000と68.000の二本鎖 梢 造をとっていた(図 18)。



1. 4 B因子

精製した BをSOS-PAGEにかけたところ、ヒト Bは分子量 98.000、ウサギ Bは 95.

000を示した(図 18)。又、 ヒト BはC3. O. Mg++の存在下、 BbとBalこ分解され、 C

3転換酵素 (C3b.Bb)を形成し、これの活性部位としての 機 能 を 有 し て い る 。 そ こ

でEAC4b.3b.Pに Bを加え 37・C. 10分インキュベート後、 EOTA希釈モルモット血清

を加えて溶血させ、 C3転後酵素形成能を調べた。図 20に示すようにウサギ Bの方

がヒト Bよりも活性は弱いが C3転後酵紫形成能を有していた。

1.5 0因子

粉製したウサギ DをSOS-PAGEで分析したところ 、 分 子量 24.000でヒト Dの 23.0

00より若干分子量が大きかっ た(図 18)。又、ヒト DはC3bに結合した Bを分解して

Mg++存在下 C3転換酵素 を 形 成 さ せ る 。 こ の B;を分解する活性を微畳の C3とDを加

えて、 Mg++の存在下、 37・Cでインキ a ベート後、 SOS-PAGEで生成した BbとBaを

検出することにより調べた。この結果は図 21に示した。但し、使用したウサギ

Bは精製に用いた血清中で分解が起こっており二本のバンドを示している。ウサ

ギとヒト の因 子の どの組み合わせでも Bから BbとBaへの分解が認められたが、そ

の切断の程度に興味深い差が認められた。レーン 3-6がヒト Bを、レーン 13-16が

ウサギ Bを 切 っ た も のである。まず、 ヒト Bについては、 ヒト C3とヒト日の i時(レ

ーン 3)が録も切れ方が強く、ウサギ C3とウサギ Dの時(レーン 5)は切れ方が弱か

った。又、同じウサギ C3でも 、日がヒトのとき(レーン4)はかなり切られており、

ヒト C3にウサギ Dの時(レーン 6)はそれよりもやや切れ方が弱かった。即ち、 ヒ

トBはウサギ Dには切られ』縫いこと、又、ウサギ C3には 結 合 し に く い こ と が 予 想

された。ウサギ Bについては、ほとんど切れ方に差はみられなかった。このよう

に、親和性に多少の差はあるがウサギの C3. B. 0がヒ ト と 交 換 で き 同 じ 活 性 及

び機能を持つことが確認できた。

1.6 I因子

lはC3bをHのllJJけを 借 り て 切 る 因 子 で あ る 。 こ の ように C3bを分解し C3転 換 醇

繁形成を阻害することにより有Ii体系の進行を防ぐ。そこでこの活性を 125Iでラ

ベルした C3を部分精製品!と Hと共にインキュベートしその分解J'i1で翻ベた。図

Q
U
 



22にこの結果を示した。この系では、ウサギ Hの活性がなぜか弱く、又、ウサギ

Hとヒト lの組み合わせでは非常に分解能が低かった。しかし、ウサギ|がヒト l

同様に H共存下、 C3を切断する事が確認できた。

2 各国子を用いた種間組み主主え実験

ヒト血消がウサギ血球をウサギUJlii'i :がヒト血球を補体第二経路を介して溶血

させるにもかかわらず、どちらも、同径の血球を溶血出来ない。この、同種で

ある こ と を 認 識 す る機織をヒトとウサギの因子を組み替えることにより解析を

試みた。

2， 1 B 因子

ヒト B因子は 50'C， 15分間の熱処理により失活する 、 これを利用して、血病を

15分間、 50'C処理することにより、 B因子が失活した B活性測定周 l血消 (RB)を調

製することが出来る 。 ウ サ ギ 血 消 も 同 様 の 熱 処 理 に より、 RBを鋼製することが

できた。この RBと精製 B因子を用いて、組み後え実験を 行 っ た 。 ま ず 、 報i体は、

2x 1 07の赤血球を半分溶血する活性を lユニット (u)と表わすので、それぞれの R

Bで 1uにあたる量を各 々の B因子で出し、その量を用いて、 dose dependency を

調べた。図 23に示すように、 B因子の種の遣いで浴血を起こさないということは

なく、赤血球と RBの盤が遣う 11寺のみ u数に応じて、 ヒト、ウサギ B因子で同じよ

うに浴血を起こし、赤血球と RBが同署EのH寺は両 B因子とも浴血を起こさなかった。

つまり、血清中で出来た C3iにlillを越えて Bは反応することができ、 C3iBb形 成 後

も、赤血球の lillに関係なく、その表面上の C3bにBは反応出来ることを示してい

る。これらの結果より、 B因子そのものには、非自己認識の機構はないことが准

定された。

2， 2 0因子

D因子は分子量が 23，000と他の相i体 因 子 に 比 べ 小 さく、このことを利用して S

ephadex G-75 によるゲル給過で D因子のみを除いた血消 (RD)をウサギ Jfnmから

も調製することが出来る。そこで、 B因子の渇合と問機に、組み換えを行った結



果が図 24である。やはり、 B因子の時と問機の結果が得られ、 D因子自体には認

識能力がない事が解った。

2. 3 P因子

P 因子を欠損したヒト 血消 RPは、 ヒト I似消;をザイモザンと 17・C，60分間処理す

ることにより得られるが、 ウサギ血il'iからは同様の処理では、温度や u寺聞を工

夫しても得ることが出来ず、 5% PEG4， 000で P分画を除く等の工夫をしたが、結

局、 ウサギ凪l清からは RPを調製することは出来なかった。そこでヒト RPで B:及び

D因子と同機の実験を行ったが、やはり同極、即ちヒト赤血球では溶血が起こら

ず、ヒト RPとウサギ 赤血球でのみ溶血が認められた(図 25)。又、この溶血は図

26に示すように C3転換酵紫の安定化による溶血の促進に よ っ て お り 、 こ の 効 果

に僅差は認められなかった。間]ち安定化因子 Pにも種識別能力はないと結論した。

2. 4 H因子

溶血を促進する因子、 B，0， Pには種の識別能力が認められなかったので、抑

制因子側を調べた。 H因子を欠領した血消を調製する方法はないので、それぞれ

の血清そのものに Hを 追加した際の溶血に対する効果を調べた(図 27)。 こ こ で も

やはり赤血球と同種の Hがより強く阻害するというような言語別能力は 認められず、

逆に血消と問題の Hを加えた場合により強い阻 害を示したにすぎなかった。

2. 5 1 因子

組精製品を用いて組み換え実験を試みたが、血清に lを追加する系では、血清

中に含まれるプロテ 7 ーゼと思われるものがある程度の阻害をしており、それ

にもかかわらず溶血する置を加えているので lによる浴血阻害活性を検出する事

は出来なかった。

2. 6 C 3因子

やはり赤血球に結合する C3因子が鎚を極ると考えられたので、 R3を用いて 、

B， 0， Hと問機の組み替え実験を試みた。ウサギ R3を得るのは難しく、 ヒト R3を

用いて行うと、血l消の場合と問機、ヒト R3とウサギ赤血球に、 ヒトあるいはウ
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サギ C3を加えると溶血が起こった。しかし、ウサギ C3では十分な溶血が得られ

なかったので、ウサ ギ C3の 活 性 自 体 が 弱 い の か 、 ウ サギ C3がウサギ赤血球を識

別し ているのかを、次 の よ う な 実 験 に よ り 調 べ た 。 C3をトリプシン処理するこ

とにより C3b様の分子をつくり赤血球に人工的に取り込ませ、 表 阻 のような組み

合わせで、 C3，B， 0;を加え、 C3転換M索を形成させ、 EDTA希釈モルモット血消

を 用いて溶血させ調べた。その結果、赤血球に異 mlの C3bを反応させた系の方が、

より強い溶血を引き起こした。ウサギ赤血球ではヒト C3の方がウサギ C3の約 7

5倍、ヒト赤血球では、 ウサギ C3でもヒト C3より約 3倍強い溶血活性を示し、赤

血球を C3が識 別 し ている可能性が示された。

[結語]

1982年に補体古典経路 C3/C5転換酵素の崩壊促進国子 (Decay-accelerating f 

actor， DAF)がヒト赤血球朕より精製された (28)。これが、補体系の C3の段階で

の径の認識に関与しているのではないかと考え、当研究室でも 、 ヒ ト 及びウサ

ギ赤血球阪より DAFを精製し、そ の径識別能を検討した (29)。ヒト及びウサギの

C3b-Sepharoseカラムを調製し、 このカラムにヒトあるいはウサギ DAFをi過した

ところ、結合はしないが、同径の C3bと の み 鋭 和 性 を示して溶出が返れる事が判

明した。又、ヒト赤血球を抗ヒト DAF抗体で処理するとヒト血泊でも溶血しやす

くなる事、更に PNH(Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria 、突発性夜間血色尿

症)患者の赤血球に DAFを取り込ませると溶血が阻害さ れるという報 告 も 出 て い

る(30)。これらの事より第二経路における C3の段階での識見1]はC3因子自体、お

よび DAFによって行われ て い る の で あ ろ う と 思 わ れ る。町lち、補体第二経路によ

る攻撃から自己細胞を認識して防御する機構には、布1i体因子の認識機能および、

朕側に自分を守る機 能を持つ制i体制御タンパクが有る事がわかった。 ft[lち、新i

体第二経路活性化が起きたとき，級相jに朕に C3bが結合し て C3転換酵紫 (C3bBb)を

形成する I時点で、 DAFが C3bにBが結合するのを阻害したり、形成された C3bBbか

りの Bbの 放出を促進したりしてこの酔索を 館[j裂させる事により、自己制11胞を保

穫していた (31-34)。これは C3bに対する BとHの親和性で説明していた今までの

説をきれいに証明している。~[1ち、自己赤血球上では、結合した C3 b!こDAFが妨



害するために Bがつきにくく、フリーの C3bはHと lにより 分 解 が 進 み 、 補 体 に よ

る攻撃が進行しなくなってしまうということであった 。

A. 2 尿 中 に 存 在 す る oA Fの精製及び Uj性質 の 検 討

[緒言 ]

1981年にモルモット赤血球朕上に、 C3/C5転換酵素肌域促進活性をもっタン

パ クが存在する事が報告され (35)、 1982年には、ヒト 赤 血 球 よ り 、 Nicholson-

We I I e rらが C3/C5転換酵素の倒壊促進因子 (Decay-acceI erat i ng factor、oAF)を

精製した (28)。さらに、この因子はほとんど全ての血液細胞膜上に同定された

(36)。この DAFは補体の活性化による攻撃から、これらの自己細胞を守る重要な

機能を担っている (34、37，38)。目見上に存在する DAFは GPI-アンカーと l呼ばれる、

C末アミノ酸の次にエタノールアミン、 リン E虫、オリゴ結、グルコサミンそして

一番C末 側 に フ ォ ス ブァチジルイノシトールを持つ新 し い 朕 結 合 様 式 を 持 つ タ ン

パクの l盛である(39)。この糖脂質部は、細胞膜へのアンカーの機能を持ってお

り、 PI P LC処理により、脂質二重版への結合能力を失いタンパク部分は放出され

てくる (40，41)。愚近 Medofら に よ り 、 涙 、 唾 液 、 血媛、 尿中にも oAFが存在し

ている)1>(42)、又、 Hela細胞では、 DAFは目見上にあるだけではなく培養上消にも

放出されていると報 告され (41 )。更に 、 2つのグループが別々に DAFのcON Aをク

ロ ーニングし報告しているが、この中で Carasらは DAFに対する cDNAを2極得てい

る(43，44)0 1つは GPI-アンカータンパク前駆体に共 通の構造である C末に疎水

性アミノ酸配列を持 ち、これは朕型の DAFをコードするものと思われる。しかし、

もう lつは、この部分に、 fili入があり、プレームシフ トにより C末に疎水位のア

ミノ酸配列を欠いて いる。これは可溶性の DAFをコードするものと想定されたが、

現在までのところ、この可溶性 DAFに相当する分子1lJlは同定されておらず、この

cO N Aに対応する分子 の存在は確認できていない。政上の DAFがPI P L C又は、何ら

かのタンパク分解醇紫により可溶化されることは可能であり 、 尿中の OAFがどの

ような付与造を持つかはたいへん興w首長い。 Medofら(42)は抗 DAFモノクローナル

抗体力ラムを周いて、尿中の DAFを少量、精製しているが、それの椛造解析は行



っていない。又、 DAFは、 H. C4-binding protein(C4bp). Complement recepto 

r I(CRI). Comple副entreceptor 2(CR2). Membrane cofactor protein(MCP)と

いった 6極の C3を制御するタンパクの lつであり、これらの 6径のタンパクの辺伝

子はヒト第一染色体の Regulatorof complement activation(RCA)座にクラスタ

ーを作って存在している (45)。これらは、!ill々の数の Shortconsesnsus repea 

t(SCR)ドメインを含んでおり、 DAFには 4個の SCRが存在している。この約 60個の

アミノ酸より成る SCR内には 4個の CySが 存 在 し 、 そ の位置が保存されている。こ

れらの Cysが どのように結合してドメインを偶成しているかは興味ある点である。

これまでに s2-glycoprotein I(s21)に存在する 5個の SC R内の 10個のジスル

フィド結合の内 B個が、 IL-2レセプター内の 2伺の SC R内の 4個のジスルフィド

結合の全てが、そして C4 binding protein (C4bp)の 8個の SCR内の 16個のジスル

フィド結合の内 7個が決 め ら れ た (46-49)。日 21とC4 bpでは l倒の SCR内の 4個の c

ysのl番目と 3番目、 2番目と 4番 目 が ジ ス ル ブ ィ ド 結 合していた。 IL-2レセプタ

ーでは 2研究室からの報告で、 2個の SCR聞にまたがって 1個 目 の SCRの 1番目と 2個

目の SCRの3番目の CySが、又、 l個目の SCRの3番目と 2個目の SCRの l番目の CySが

結合しており、残りの 2番目と 4番目の CySは同じ SCR内で結合していた。全ての

ジスルフィド結合が決められているのは 1L-2レセプターのみで、他の 2つのタン

パクで SCR問にまたがる結合のある可能性が残っているので、 DAFではどのよう

な結合をしているのかの解析や、又、 GPI-アンカーが結合しているアミノ酸残

遂の決定という DAF自体の構造解析のためにも赤血球 l肢から得るより大量精製が

容 易であると考え、今回尿からの大量消製を試みた。

[材料及び実験万法 ]

l 試薬

06-モノカルボ ン酸は大塚製薬より供与していただいた。マウスモノクロー

ナル抗赤血球朕 DAF抗体は大阪大学木下先生より分与していただいた (50)。ヒト

補体因子 C3.B.D. Hはヒト llIl疑 よ り 本 論 文 第 一 章で 述べた方法で精製した (5日

8)， )股 DAFはヒト赤血球より料製した (51)。ヒト C3aのRadioimmunoassayキット

はAmershan社より購入した。高分子マーカー (SDS-6H)、TPCK-トリプシン、サー



モリジン、 サ チライシ;ノはシグ 7 社よりJ!持入した。 5BD-F(AmmoniuB7-fluorob 

enzo-2-oxa-1， 3一di azo le-4-su I fonate)および 4ピニルピリジン、 トリーnープチ

Jレホスフィン、 N-エチ Jレモルホリンは和光純薬株式会社より l情入した。

2 朕上の C3/C5転換l!in告に対する DAF活性別11定法

浴血中間体 EACI-3b，Pは Hongらの方法 (5)に従い、感作ヒツジ赤血球(EA)を、

K76ーモノカルボン酸 (3岡g/町I)で 4'C，一 晩処理したモルモット血消と 30'C、30分

インキュベートし、調製した。このようにして調製した EAC卜 3b， Pに サ ンプルを

加え、 37C、15分間インキュベート後、残存 C3/C5転換酵素活性を EDTA希釈モル

モット血清で溶血させる事により測定した。得られた溶血率より、細胞当たり

の溶血サイト数 (Z)を求め 、 サンプル無しで求めた 2値をコントロールとし、下

の 式により溶血阻害 率 (Reduction%)を求めた。

Z(control) -Z(sample) 

出 Reducti on = x 100 

Z(control) 

3 液 *13C3転鍛酵素に対する DAF活性測定法

10 mM MgCI2を含む PB5中、 C3を凍結問!解させて調製した C3(H20)(0.05μg)， 

C3 (10μg)、 B(2μg)、 D(0. 2μg)とサンプルを加え 、 37'C、 30分インキュベ ート

した (52)。液相 C3転換醇索 lこより放出された C3aの豊を Radi 0 i mmunoassayにより

求めた。

4 N来 ア ミ ノ 酸 配 列決定法

尿 DAF(0 . 3-0 . 6n~ol) の N 末アミノ殴配"，1 は、 Appl ied Biosystem 470Aシーク

エンサーを用いて解析した。各サイクルで出る Phenylthiohydantoin(PTH)アミ

ノ酸は YMC-PackOD5-AM、 AM-302(4.6mmx 15cm)力ラムと 8mMギ酸ナトリウム、 p

H 3.1/7セトニトリル (605/400， w/w)、 0.0006%5D5を用いて同定した (53)。

5 イ ノシ トー ル分 析

イノゴトール含量は、各サンプル 2nmol分を、 1.4Mメタノール 1iJ.酸 '1"90' C、

p
h
u
 

l
 



2時間メタノリシスし、 次 に 10%ピリジンメタノールと無水酢酸を加え、室温で

数分処理した。この再アセチル化産物をトリメチルシリル(TMS)化剤、 Tr i -S i 1 

(Pierce社)を用いて、 50C、 10分処理し、 TMS化イノシト ールを 島津ガスクロ 7

トグラフモデル GC-4BPFと水素炎検出iI';i(FID)を用いて OV-17カラム (4~ m径、 2m

長)で、注入後 110'C、 10分 、 毎分 3'Cずつ界溜し 、 250Cまでのグラジエントに

より分析した (54)。

8 ジスルフィド結合部位の決定

DAF-日1(2mg)を O.1 M酢 酸アンモニア 、 1m M酢殴カルシウム、 pH6.5中で、 2

5%(w/w)トリプ:ノンで 37'C、 17時間、 2.5%(w/w)サ ーモリ ジンで 56C、 21時間、

2.5%(W/W)トリプシン で 37・C. 411寺!日i処迎した。この消化物を TosohTSKgel ODS 

-120TカラムC7.3m.x30cm)を用い、 0.1%TFA存在下、アセトニトリルのグラジェ

ントにより分函した 。各ピークの CySの有無を SBD-Fを周いた Sueyoshi等の方法

(55)で調べ、 CyS含量の高いピ ー クの PICOTAGによるアミノ酸組成分析を行った。

(56)。次に、ま ずシ ー ク エ ン サ 一 周グラスフィルタ ー に試料をス ポット後、ア

セトニトリル 250μl、 0.25MN-エチルモルホリンーギ重量緩衝液 .pH8.5250μ

l、4ピニルピリジン 25μl、 トリーn-プチルホスフィン 10μlを混合した 5ーピ

リジ ル エ チ ル 化 液 を用いて 、 気相で CYSをピリジルエチル 化して、 シー クエンサ

ーにセ ット後、アミノ敵配列を分析した (57)。

又、組数のペプチドが混在するピークのいくつかは、 DDS-80TMカラム (4.6m

mxl5cm)を用いて、 15岡阿酢殴アンモニア、 pH 6. 5存在下のアセトニトリルグラ

ジエントによりさらに分画し、同様の方法で分析した。

以上 の 傑 作 で 同 定出来なかったジスルフィド結合部位を傑すために、 DAF-UI

(4.g)を I%(w/w)サチライシンで 0.2Mill炭殴アンモニウム、 1mM~主化カルシウム

中、 37'C、一晩処理し、生成ペプチドを TosohTSK gel ODS-120Tカラム(7.3mn

x30cm)でO.I%TFA存 在下アセトニトリルのグラジエントにより分離した。各ピ

ー クのアミノ燈組成を PICOTAGにより分析し、求める結合部位を含むと思われ

たピークを更に O.1 M酢 酸 ア ン モ ニ 7、 1 mM酢西空カル νウム、 pH6.5中、 2.5 % 

(w / w)トリプシンで 37・c、 4時 Illl処出し、 Wskosi1 5C1Bカラム (4.6mnxI5cm)でさ

らに分離後、同 様に 分析した。



7 他の方法

sosポリアクリルアミドゲル電気泳動は Laemmliの方法で行った (18)，l..uno 

blottlng はモノクローナル抗 OAF抗体を用い、 Yector社の Yectastainキットを用

いて行った。モノクロ一ナノレ抗日AF抗体力ラムは、抗 体を 2.5mg/ml濃度で、臭

化シアンにより活性化した Sepharose4Bに結合させ調製した (58)。

[結果および結語]

1 尿OAFの精製

表Wに 示 す 方 法 で 尿 OAFを精製した。まず、 ヒト尿を限外泊過により 200倍程

度に濃縮後、 60%飽和硫安沈澱を分画した。これを水に透析後、 OAFが高温に対

して安定なのを利用して、 80'C、 20分 1::111日熱し、熱変性タンパクを除去した。

上mを20 ~M リン酸ナトリウム緩衝液、 p H 7. 5で平衡化した OEAE-Sephacel;カラ

ムにかけ 0.0-0.3M NaClグラジエントで溶出し(図 28)、膝 C3/C5転換酵素崩壊促

進活性を調べ、活性ピ ー クを PBSで平衡化した BioGel A-0.5Aカラムにかけた

(図 29)。このゲル涜過で、 2つの OAF活性ピ ー クが得られ、そ れぞれプール I、

プール Eとした。プ ー ル Iを TSKgel Pheny 1 5PWカラムを用いた HPLCで O.1 M 

リン酸ナトリウム緩衝液、 pH 7. 0中、 1.0-0.0M硫安 のグラジエントで分画した

ところ、最初のピ ークに OAF:が浴 出されてきた(図 31)。これを OAF-Ulと命名した。

プール Eの DAFは上記のカラムに吸着してしまい回収できなかったので 、 Medof

等の方法 (42)に従い抗 DAFモノクローナル抗体カラムを用いて 精製し(図 30)、

これは OAF-U2と名付けた。このようにして原尿 187 L より OAF-U1 を 2.3~g ， DAF-

U2をO.19m9精製する事が で き た 。

t'1製 し た 尿 OAFを電気泳動し、 eN染色及びモノクローナル抗 OAF抗体を用いて

l阻Dunoblottingしたところ、図 32にあるように赤血球朕 OAF(M.W. 70，000)をはさ

んで DAF-U1 は55，000-65，000、 OAF-U2は60，000-85，000の分子盟を示した。 この

分子 毘 の 多 徴 性 は 精 製段階での 分解のよる可 能性があったので新鮮 l京から直後

モノクローナル抗日AF抗体 Sepharoseを周いて 精 製 し、尿 OAFの分子置を1Jl1べた

ところ、t.'1製 oAF-U 1、 DAF-U2と同じものが得られ(図 33、レーン 9)、又、同時に

司
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個人 差 を調べるために 4人より尿を少量採取し、 2.5 m Iの尿に抗 DAF抗体 Seph

aroseを加えて免疫沈澱させ、同様に調べたところ、 oAF-U 1と同じものが墨には

差があるが被検者全員の尿に検出された(図 33、レーン 4-7))0 DAF-U2は置が少

ないため検出出来なかったものと思われる。これらの結果より尿中に元々この

ように不均一な DAFが存在していることが確認できた。

次に尿 DAFの C3/C5転換醇索隊i域 活 性 を 調 べ た 。 ま ず、股上の C3/C5転 後 酵 素 に

対する阻害活性を測定した。 EACI-3b.Pに赤血球朕日AF(mfDAF)、または DAF-Ulま

たは DAF U 2の各 DAFを加え、 37'C， 15分間lインキュベート後、残存 C3/C5転換酵

索活性を測定し、これらの阻害活性を調べた(図 34)0 DAF-U2は mfDAFと同程度の

阻害活性を示したのに対し、 DAF-UIは他の 2つに比ベタ ン パ ク 霊 当 た り 40分の l

程 度の低い活性しか 示 さ な か っ た 。 こ れ は DAF-Ulが mfDAFように赤血球にとりこ

まれる性質を持たないせいではないかと縦測された。又、 DAF-U2は TSK gel Ph 

eny I 5PWカラムに吸着する司王から、疎水性が高いと想像されたので、町 f0 A F同様

に朕に取り込まれ高い活性を示すものと思われた。

次に、液相で形成される C3転換醇索に対する阻害活 性 を 調 べ た ( 図 35)。少量

のC3(H20)とC3. B. D. MgH に各 DAFとHを加えて、 37'C. 30分間インキュベート

後に、 C3転換酵素により C3から切られて放出されてくる C3a霊を測定した。液+目

C3転換酵素に対する 阻 害 は Hが一番弱く 、 DAF-U1とDAF-U2はほぼ閉じで強い活性

を示し、 mfDAFよりもやや強い傾向を示した。

これらの実験で、 DAF-U2は DAF-U1と比べ、より 皿fDAFに似た性質を示した。又、

DAト U1もDAF-U2も液相 C3転換酔紫に対して強い阻害効果を持つことから、 これ

ら2flliの尿 DAFがどの よ う に し て 生 じ る の か、 又、 どのような C末椛造を持ってい

るのか、さらには血清中の DAF濃度の 2-6倍という高濃度で尿中に存在するので、

どういう機能を担っているのか等、大変興味深い。 NCAMには mRNAスプライシン

グの遣いにより朕貫通型及び GPIアンカー型の 2種 が 存在しているが、これらの

朕型の物以外に 、 分t官、型をコードする mRNAの存在も最近報告された (59)。これ

はC末部に lつの Exsonにコードされた配列が入っておりそのためにこの何人の

後で stopコドンが出 来てしまいその結果として短い可浴 性 の 分 泌 型 の NCA Mが作

られてしまう。 GPIアンカー型とこのような分w、型の両方が悶定されたタンパク

の報告は、尿 DAFについで 2個目であり Carasら(44)の報告した分泌型のタンパク
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が実際問定出来ないため分自必型の存在が疑問視されていたが、あるいは尿 DAFは

分泌型の分子を含ん でいるかも知れない。又、1m型のものがタンパク分解酵素

や血消中の P1 PLD:等のフォスブォリバーゼにより切られて遊離したものである可

能 性もあり、この点を解明するために、 C末部の GP1 - アンカ -1t't~ ~に特呉的なイ

ノシ トー ル合置をガスクロマトグラブィーにより分析した。 mfDAFでは予想通り

DAFI分 子 に イ ノ シ ト ー ル l分子が DAト U1には DAF 1分子に 0.7分子が DAF-U2には DA

F 1分子に 1.0分 子が 存在していた。又、エタノールアミンに関しては、 ヒト赤血

球AchEでタンパク l分子に 2分子存在していると報告 (60)されており、やはり mf

DAFでは DAF1分 子 に エタノールアミン 2分子、 DAF-U1では DAF1分子にエタノール

アミンが 1.4分子存在していた。以上の事より、尿 DAFは GPトアンカーを持った

朕 型分子由来であり、分泌型の分子ではないと予想される。しかしながら、 DA

トU1 はおそらく P1 P LCまたは P1 P L 0に よ り 、 又 一 部はタンパク分解 M索により切

られて出来ていると恩われるのに対して DAF】 U2は 疎水性を 示しており、どの僚

に産生されているの か 予 想 で き な い 。 こ れ ら 尿 DAFのM生経路を解明するために

は C末端部分の解析が必~であり、現在 C末断片を両 DAF より得る努力をしている。

又、脂質部の解析もする予定である。

2 ジスルフィド結合位置の決定

DAF-UIをトリプシンとサーモリジンで処J!Jlし、 TSK gel ODS-120Tカラムで分

画したものが図 36である。 SBD-Fと反応した CyS含有ベプチトの蛍光強度 の強い

ピークを実験方法のところで述ベた方法で分析した。これらのうち、 ピーク 13，

22， 3 1は 一つのジス Jレフィ ド結合 ペプチドのみを含んでいた。例えば、 ピーク

13の アミノ酸配列は図 40に示すように CysGluGluSerとPheCysAsnArgの二つ が同

定され、表 Vに示したこれのアミノ敵組成と一致 している。こ の配列より 31番目

と60番目の Cysが結合していることが解った。これは 一 個目 の SCR内の 2番目と 4

番目の CySの脂|でジスノレフィド結合が形成されていることを示している。同僚に、

ピーク 22は3個目の SCR内の l番目と 3番目の CySが、ピーク 31は4個 目 の SCR内の l

干昨日と 3番目の CySが結合したペプチドであった。他のピークは 一つ 以上のジス

ルフィド結合ペプチドを含んでいたので更に酢敵アンモニ了、 pll 6.5を用いて

実 験方法 のところで述べた方法で ODS-80TMカラムで再分闘し、問機に 分析し た。

-19 -



ピーク 15、23. 33を分けたものが図 37である。これらの分析結果は図 40と表 V

に示してある。これらの分析結果より 8個のジスルフィ ド結合の内 7個が決定で

きた。

更に、残る一個の結 合 場 所 を 同 定 す る た め に 新 た に DAF-UIをタンパク分解す

る事 にした。単独の酵素では、ただ一つサチライシンでのみ切れることがわか

っ たので、サチライシンで消化した。これを ODSー120Tカラムで分画したものが

図38である。このピーク 18が残る部分に相当するペプチドであったが、サチラ

イシンは特異性が低いため続胞なシークエンスが得られなかった。そこでこの

ピークを更にトリプシン処理し、 Wakosi I 5C18カラムにより分画(図 39)し解析

した(図 40)。これにより全てのジスルフィド結合が決定できた(図 41)。

以上の解析により 得られた結果はジスルフィド結合 が全て、一つの SCR内で l

番目と 3番目の CyS、2番目と 4番目の CySの間で 1-3、 2-4結合していることを示し

ていた。これは Lozierらの s21での結果 (46)やJanatovaらの C4bpでの結果 (49)

と一致した。従って、これらのタンパク内でも決められていないジスルフィド

結合全てが上の法則で 結 合 し て い る も の と 恩 わ れ る 。 IL-2では、第一 SCRの 2番

目と 4番目の CySが 2個ずつ、即ち、 28と30番目、 59と61番 目 が CYSになっていた

り、第二 SCRとの間に 36個アミノ殴が入っていたりしており、又、 2教 室 が IL-2

を常に発現している HUT 102B2細胞よりとった IL-2とCHO(Chinese hamster ova 

r Y ce I 1)で発現させた IL-2を解析して全く同じ二つの SCRに跨る結合方式を報告

(47、48)している事より、このタンパクが特別に機能を担うために泌得した結

合方式であろうと思われる。

DAFの迎伝子構造の報告 (61)より、 l個目、 2個目、 4個目は一つの SCRが一つの

エクソンにのっているが、 3個目の SCRは2つのエクソン に 跨 っ て い る こ と が わ か

っている。この様に エ ク ソ ン 2個に分かれて存在する SCRはCRI、 MCP(Membrane

cofactor protein)、Hで一個、 CR2では 3個報告 (62-65)さ れ て お り 、 こ の よ う な

場合のジスルフィド結合や、又、 DAFやCR2(66)の般にそれのリガンドである C3

dgやEpstein barr virusの結合に関与する事が解っている N末 l個目と 2個目の 2

個の SCR内での結合な ど に 特 別 の 械 式 が 存 在 す る か と思われたが、今回の OAFの

結果よりその微な特別なジスルフィド結合の変化は無く、哲一つの SCR内で卜3、

2-4結合するものと思われる。
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ReidとDayの総説 (67)によると種々のタンパクの SCRIまアミノ酸レベルで 20-4

0%相|苛であり、 100個以上の SCRを 調 べ た と こ ろ 、 い ずれの SCRでも 2卜 51個のア

ミノ酸が 4個の日構造 と月ターンを作っている。上で調べたように Cysが 1ーし 2

-4結合しているとこれらにより安定した逆平行戸田Strandをとるものと思われる。



且』一一一

B 自己赤血球を補体系の攻撃から守る第 二 の朕因子

B， 1 新しい補体制御タンパクト 18の *j'j製及び諸性質の検討

[緒言]

C8とC9が赤血球と同程の場合、溶血が起こりにくい事 (68-71)や、 PNH患者の

赤血球が正常人の赤血球と異なり、 ReactiveLysis'と呼ばれる C5b6絞合体及び

C7 -C9の 因 子 に よ る 溶血lを起 こ し や す い ( 72-74)という 2つの事より、治血の最終

段階で働く制御因子が朕に存在する事が予想されていた。最近、この制御因子

として、 Reactive Lysis阻 害 活 性 を 指 傑 に 新 製 さ れ た C8binding protein(C8b 

p)(75)とC9-Sepharoseに結合するという性質で精製された Homologous restric 

tion factor(HRF)(76)が報告された。そこで当教室でも追試を試みたが成功せ

ず、独自の ReactiveLysisの阻害活性を指標に、赤血球以から、 g¥に存在する

制御因子の精製を試み た。

‘React i ve Lys i s 

補体系が活性化された時に、その C5転換醇素により切られた C5bに C6:がついて

C5b6になった後、これが放出さて C7と結合 し、近くに存在する朕に潜 りこみ、

これに C8，C9が反応して MAC(Membraneattack complex)を形成し 、 赤 lIll球であ

れば 溶 血 が 起 こ る 。このように補体の活性化が起こっている奥物に隣接する細

胞が非特異的に破域される現象を Reactive Lysis又は BystanderLysisと呼ぶ。

[ 材料及び実験方法]

l 試薬

パ パインはシグマ 社より、ベルオキシダーゼ標識坑ウ サ ギ 1g G抗 体 は MB

LtJより、 FITC(fluoresence iso-th iocyanate)標識 F(ab')2ヤギ坑ウサギ IgG

(H &L)は Jackson Ismuno Research Lab， Inc，より 、 8acillusthul'ingiensis由

来の PIPLC(Phosphat i d川一 inositolspecific phospholipase C)は 7ナコシ薬品
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より勝入した。 ヒト補体因子 C5. C6. C7. C8. C9は Ha.merら(10)の方法及び

「補体学 J(1)及び 74-78の文献を診考にしてヒト血清より新製した。ウサギ血

清 及びウサギ抗血清は赤 血 球 朕 DAFを Freundの完全アジュパントを用いて家兎を

免疫し抗日AFウサギ血清を、今回精製したト 18を同様 lこ家兎に免疫し抗 P-18ウサ

ギ血~，ll を調整し 、 各々を 56' C. 30分インキュベートし、非働化した。 Aggregat

ed 1 g Gはヒト血清を 10mMナトリウムリン殴緩衝液、 1mM EDTA、 pH 7. 4に透析

後、同緩 衝 液 で 平 衡 化した DE52-ce11 u loseにのせ、その素通りピークをプール

後、 33%飽和硫安により抗;i鍛させ、 ヒト IgGを得た。この IgGを蒸留水によく透析

後、 63'C、 20分インキュベート後、氷冷し、 aggregated IgGを得、 50.0mg/ml 

PB Sとして用いた(82)。

2 緩衝液は以下の組成のものを用いた。

SGVB++ 4.9 mMパルピタールナトリウム、 pH 7. 4、 9.73%sucrose、 0.15mM 

Ca C 12、1.M MgCI2、0.1%ゼ ラ チ ン

EDTA-saline 145 mM NaCI、10 町MEDTA、pH 7. 4 

PB S 15州ナトリウムリン後緩衝液、 pH7.4、 145mM NaCl 

PBS-BSA PBS、2mg/ml BSA 

PBS-BSA-NaN3 PBS-BSA、0.1%N.N3 

Lysis buffer 0.83% NH4CI、 mMEDTA、 mMKHC03、 pH7. 4 

P 1 P LC処理用緩衝液 RPMI1640、 5mM HEPES、 2mg/m 1 BSA、 50μMトメルカ

プトエタノール (83)

3 ヒト赤血球からのストローマ剥製法

ヒト全血を遠心し、赤血球函分を PBSで洗い、次に Lysisbuffer'I:'で溶血させ

る。こ れ を 限 外 ろ 過により泌縦し、得られたストロ ー マ画分を、 100.OOOx g、

1 U寺1¥11、 4Cで 遠 心 し、この抗澱を Lysisbufferでさらに 5回洗い、これをスト

ローマとした。

4 ~存血中|百l 体 EC5-7細胞の剥製法

Dessauerら(84)の方法、問lち C5とC6を混合し、 35'C. 3 分 r~1 イ ンキュベー ト後、
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ー70・Cで凍らせることにより C5b6の代わりに使える C5. 6 fを調製する事が出来る。

この C5.ド を モ ル モ ット赤血球 (E)に加え、 33'C. 5分間インキュベートしさらに

C7を加え、 15分間インキュベート後、赤Jfn球を洗い EAC5-7を得た。

5 Reactive Lysis限害測定法

A. Co-incubation法

試料に浴血中間体 EC5-7(lxI07 cellS)とヒト C8. C9を200 ngずつ加え、 SGVB

++緩衝液中、 37'C.60分インキュベートし 、 氷冷 EDTA-saI i neを 加 え て 、 反 応 を

止め、遠心後、そ の上消の 414 n mでの吸光度を測定する。得られた溶血率より、

細胞当たりの溶血サイト数 (z)を求めた。試料な しで求めた Z値を コントロ ー ル

とし、下の式 lこより(%) Reduct ionを求めた。

Z(control) ー Z(sample)

(%) Reduction = x 100 

Z(control) 

B. Pre-incubation法

試料に溶血中間体 EC5-7(lxI07 cellS)を加え、 SGVB++中 37 C、 l日分インキュ

ベート後、よく洗浄する。次に洗った EC5-7にヒト C8. C9を 200 ngずつ加え、 5

GV B++中、 37'C.60分インキュベートし、氷冷 EDTA-saI i neを加えて、反応を止

め、遠心後、その上消の 414 n nで の吸光度を測定し 、上と同伎 の方法では) Re 

ductionを求めた。

6 F A C Sによる解析法

PNH屯l者あるいは正常人よりへパリン採血し、 PBS-BSAで洗浄し、一部赤Jfn球

を残し、他の rrnl求画分は、 Lysis bufferに懸濁し、赤血 球 を 浴 血 さ せ 、 白 血 球

画分を回収後、さらに、 PBS-BSAで洗均する。得られた洗 I争赤 血球と 白血球を P

I P L C処理用緩 衝液に Ixl06 cells;'1になるように懸濁し、これに 3ユニット (u)

Iml になるように PIPLC(60u/ml. 5 mM Tris-HCI. pH7.0. 50% glycerol)又は、

同宣の 5mM Tris-HCI. pH7.0. 50% glycerolを加え、 37・C. 40分インキュベー

トした。これを PBS-BSA-NaN3で洗浄後、 aggregated IgG 5mg/mlで室温、 15分処
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liし、 Fcレセプターをプロック後、そこへ PBS-BSA-NaN3で希釈した極々の血r古

を加え、氷上、 30分処 理 す る 。 こ の 後 、 細 胞 を よ く 洗 浄し、 FITC標識抗ウサギ

1 g Gで処泊!し、 ORTHO SPECTRUM 111(Ortho Diagnostic System Inc.)に よ り 解 析

した。

7 他の方法

SDS-PAGE(sodius dodecvl sulfate polvacrylamide gel electrophoresis)は

Laemm 1 iの系で非還元下で行った (18)0 Immunoblotting は SDS-PAGE後、それをニ

トロ セルロース朕に転写し 、ウ サギ抗 P-18抗体で処理し、次にベルオキシダー

ゼ標識抗ウサギ IgGを反応させ、 H202とoA B (ジアミノベンジジン酸)でバンドを

発色させ検出するという方法で行った。タンパク塁は Markwe11らの方法 (85)で

iWI定した。

[結果]

l 制御タンパクの F青製

Schoner田arkら(75)により、 C8bpはトリプ ν ン又はパパインで消化されず、パ

パイン消化ストローマより効果的に精製できると報告されていたので、パパイ

ン消化ストロー 7 より制御タンパクを精製する惑にした。

表VIに精製過 程をまとめて示した。まず、ストローマ (2.76gタンパク /276 s 

1 10m Mリン酸緩衝液、 1.M EDTA、 pH7.4)に 200μg/m 1になるようにパパイン

を加え、氷中一晩消化した。この処 1mによりストローマ中の 30%のタンパクが除

去さ れた。次にこのストロー 7 を 276 mlの上記緩衝液に懸措uし、これに 69 mlの

n-プタノールを加えて、 O'C. 30分抽出した。これの水田を回収し、 10 mM Tri 

s-IICI. 0.1% NP-40. pH8.0に司自製し、同緩衝械で平衡化した DEAE-Sephacelカラ

ム(3.5x35cm)にのせ、 0-0.5 M NaClグラジエント(1 .6 L)によ り総出した(図 42.

a)o co-incubation法 に よ り 各 ピ ー ケ の 活 性 を 測 定 し 、活性部分をプールし、限

外~Iil iI!lにより濃縮後、 PBS. 0.1% NP40、 pH 7.4で平衡化した Bio Gel A-0.5mカ

ラム (2.5x90cm)にのせゲル泊過した(図 42.b)o DAFは DEAE-Sephacelカ ラムでは

15 mSのところに 、 又、 Bio Gel A-0.5mカラムでは、ほぼ 50;本自のところに浴出
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され、これら 2つのカラムにより、 Reactive Lysis阻 害タンパクと DAFは分離で

きた。次にもう一度 DEAE-SephaceIカラム C2.5x9cm)に一回目 と同じようにのせ、

溶出した(図 42.c)。この活性ピークを SDS-PAGEにかけたところ、 18kDaに主なノ〈

ンドを示した。そこで、 SDS-PAGE後、ニトロセルロース 朕 に 転 写 し 、 そ の 朕 を

5 sm聞に 20等分し、各却]片を SGVB++中、 4'C一晩組l出した 。 そ の 抽 出 液 の 阻 筈 活

性を co-incubation法により測定したところ図 43に示すように 18kDaのところに

活性 ピ ー ク が 検 出 で きた。そこで、この方法により 、 さらに精製する事にした。

まず2回目の DEAE-Sephacelカラムプールを SDS-PAGEし 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に

転写後、 18kDaに 相 当する部分を切りとり 、 10 四MTris-HC1. 2% NP-40. pH 8 

0を加えて 4C一晩抽出した。抽出液を小さな DEAE-Sephacelカラム Clxl.5cn)に

吸着させ、 O.15M NaCIにより溶出するという方法により滋紛回収した。回収タ

ンパクを SDS-PAGE後、銀染色したものが図 44で、 18kDaの単 一 バンドに精製され

ており、これを P-18と名ずけた。

なおこのタンパクの 活性は pre】 incubation法によっても測定でき、この事は、

P-18が朕に結合できる事を示している。図 45にpre-incubat ion法による dose-r

esponseを調べた結果を示した。 P-18は ngレベルで充分活性を発指iする溶血阻害

タンパクである事がわかる。

2 抗 P-181gGを用いた検討

ストローマ及び F青製 P-18を SDS-PAGE後ウサギ抗 P-181gGを用いて immunoblott

I n gしたところ図 46の ようになり、パパイン処理ストロー 7 から精製した P-18が

未処 lYlのストローマ上の P-18と同じ分子量を示す事が確認できた。

次lこ、 P-18とpre-incubationした EC5-7を抗 P-181gGで処理した時の彩響を調

べてみた。まず EC5-7に P-18を加え、 37 C. 10分インキュベート後、洗浄した。

次に抗 P-181gGを加え、 37'C. 15分インキュベートし、よく洗浄後、 C8とC9を加

えて、溶血率を調べた 。図 47に示すように、 P-18の阻害活性はこの抗体処理に

より抗体 重に依存して、消失した。日11ち、 P-18は EC5-7に加えた後、洗っても朕

に取り込まれて残っている司王、また、その活性は C5-7を分解する引によるので

はなく、以上で C5-7が C8とC9で MACを形成する際のどこかの段階で、相互作問を

する事により溶血阻害効果を示すことがわかった。これ ら の 特 徴 は 、 DAFとよく
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似ており、 DAFはC末の GPIーアンカー (gIycosyI phosphatidyI inositoI ーアンカ

ー)により膝に取り込まれる事がわか っているので、 P-18もGPI-ア ン カータン パ

クであろうと思われた。

3 P-18の血 液 細 胞 中の分布及び PIPLC(phosphatidyI inositoI specific phos 

pholipase C)処理による効果

まず、 P-18の血液細胞中での分布を正常人未梢血より、赤血球と白 血 球画分

を調製し、次に controIにはウサギ血1m、 DAFはウサギ抗赤血球朕 DAF血泊、 P-I

8はウサギ抗赤血球朕 P-I8 Ifn消で処理し 、 各々 、 FITC(fluorescence isoth iocy 

anate)標識抗ウサギ IgGで染色し 、 FACSで分析した。図 48に示すように、ト 181立、

赤血妹、 リン パ 球 、 頼位球、単球等全ての血球上に存在 している事がわかった。

また、 DAF同線、 これらの細胞上の P-18は PIPLC処恕により 、 消失する司王より 、

GPトアンカータンパクである事が示唆された。なお、 赤血球では、 GP1 -アンカ

一部のイノシト ー ルが脂肪酸によりアシル化されており 、 そのため P1 P LC処理に

耐性である事が、すで に DAFとAchEで示されているので行わなかった (86、 87)。

4 PNH患者の血液細胞上 の P-18

PNH患者では、 GPI アンカ ー タンパク、例えば DAF、 LFA-3(Lymphocyte funct 

ion-associated antigen-3)、 AchE(7セチルコリンエステラ ー ゼ)が欠釘してい

ると報告されている (88-90)。又、 PNH慰者の赤血 f求が Reacti ve Lys isをおこし

やすいという事実もあり、 P-18の欠僚が推定された。そこ で 、 2人の PNH忠者の

血液細胞について P-18の存在を FACSにより分析した。図 49に示すように明らか

に金制u胞上の DAFとP-18が減少していた。そこで PNH患者赤血球の Reacti ve Lys 

1 Sの系での溶血を調べ、更にこの系にト 18を加え、 Reactive Lysisが抑制され

るかどうかを検討したところ、完全阻害には大毘の P-18を必要とする ら しく、

ほぼ 30%程度の阻害しか得 ら れ な か っ た 。

[結語 ]

ト 18とEC5-7細胞をプレ イ ンキュベートすると、 C8とC9を加えた l時に溶血が 阻
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害さ れた。又、この P-18による溶血阻害は、抗 P-18抗体でプレインキュベート

後の EC5-7細胞を処恕する事により消失した。これらの事により、 P-18の効果は、

P-18が赤血球に結合する事により起こっており、又、 抗体処理で消失する事よ

り、 P-18が C5-7を壊すた めに起こるのではない事がわかった。 DAFも同様の性質

をもち、 DAFではその、 C末部の、 GPI-アンカ一部で朕に取り込まれる事がわか

っている (37)。そこで P-1 8が GPト ア ン カ ー タ ン パ ク で あるか、 また血液細胞で

の分布を FACSを用いて調べたところ、 P-18も GPI-アンカ ー 型 タ ン パ ク で あ る 事 、

又、ほ と ん ど の 血 液 細胞上に存在することがわかった。

今までのところ、 ヒト 赤 血 球 l肢には、 DAF(40，41)、 AchE(86，91)、 LFA-3(8

9， 92)の3個のタンパクが GPIアンカータンパクであると報告されており、 PNH患

者ではこれら全てが欠損していると報告されている (30，89) それ故、 PNH患者

では GP 1-ア ン カ ー の 生合成ができないのであろうと思われている。そこで、 P-

18の有無を PNH患者赤血球について検討したところ欠損 している事がわかった。

又、 iì~ いながらも PNH患者赤血球に P-18を }J日えると、 30%程度 Reactive Lysisが

阻害された。他のグループからも問機の結梁が報告されており、又、Whitlowら

(93)とRo1 1 i n sとSim(94)により、 P-1 8は浴血過程の C9の段階でより阻害活性を

示す事、又、朕上での C9 poly畑erの形成を阻害する事が最近明らかにされた。

これらの事より、 P-18の溶血阻害が、 C9のm合を抑制する事によるため充分な

時IHIをおくと最終的には溶血が起こってしまうであろうと思われる。正常細胞

でReactive Iysisが起こらないのは、 P-18以外にさらに制御因子の存在が予想

される。

B. 2 尿 P-18の精 製 及び C末梢造解析

[緒言]

GPI(Glycosyl-phosphatidyl inosilol)アンカー型タンパクとは、従来の)民主I

通型のタンパクと異な り、その C末部に糊脂質を持っており、これを介して l肢に

結合しているタンパクの ~I'íである。これまでに約 4 0 感類の GPI アンカータンパク

が 報告されている。この GPIアンカータンパクについてこれ ま で に 解 っ て い る こ
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とは、これらのタンパクが細胞表面に局在しかっ GPIアンカーを持つために N末

シグナル配列の他にもう一つのシグナル配列 、即ち、 C末端にも 17-3 I個の疎水

位アミノ酪配列を持ち、解明されたタンパクでは、その 3-8個前のアミノ滋に G

P Iアンカーがついて いるという事である (95，96)。又、この C来シグナル配列に

もこれといって共通のアミノ酸が無く、 GPIアンカーの付くアミノ酸もいままで

解っているものに Asp，Gly， Ala， CyS， Asn， Serの6種 類 が あ る 。 こ の 他 の ア ミ

ノ酸には付かないであろう事は、 Micanovicら(97)の Placental alkaline phos 

phatase(PLAP)のアンカ ーの付くア ミノ厳 Aspを他のアミノ酸に訟き換 えると GP

lアンカータンパクとして 1史上に発現してこないという実 験 に よ り ほ ぼ 確 か で あ

ると思われる。更に、こ の ア ン カ ー 術 造 は 組 面 小 胞 体でタンパクが合成される

際に C来シグナル配列が co-translationalに切断されすでに小胞体に用意されて

いる GPIに転移される 事で付くとされている (95，98)。又、この GPI部の梢造は

Trypanoso.a brucei のVariant surface glycoprotein(VSG)(99)、 ラッ トThy-

1 (100)、不完全ながらヒト赤血球以 AchE(60)、および Leishmania ~aj o r の Pro.

astigote surface protease(PSP)(IOI)で報告されている(図 50)。

しかしながら、 C末アミノ澄の報告は少なく、又、ヒトでは GPIの糖部分の俄

造の完全な報告がない事より、大豆に得る事が主主しい赤 血 球 阪 の も の よ り 、 尿

D A Fが大量に精製でき、かっ、 GPIアンカ一部を脂質以外はもっていそうだっ

たので同じように尿 P-18を 100倍濃紛尿より精製した。又、 尿 DAFでは C末端部分

にトグリコシドが多く存在するため、 GPIアンカ一部のベプチド精製を試みたが

成功しなかったが、 P-18では、 N-グリコシドが N末に l個存在するのみで、簡単

な憐遂iをしているので、 P-18から C末ペプチドを調製し、 GP Iアンカーが結 合 し

ている C末アミ ノ酸や、 GPIアンカ一部の 椛 造、またどのような機問で尿中に放

出さ れ存在しているのかを検討できると考え以下の実験を行った。

[材料及び実験方法]

l 試薬

T PC Kω トリプシンはシグマ社より l悦入した。モノクローナル抗 P-18IgG-Sepha

rose は赤白球朕 P-18を用い常法に従い銅製したモノク ローナル抗 P-181gGを BrC
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Hにより活性化した Sepharose-4Bに結合させて、調製した。

2 緩衝液は以下の組成のものを閃いた。

SGYB++ ・ 4，9 掴Mパルビタールナトリウム、 pH 7， 4、 9，73% sucl'ose、 0，15 mM 

Ca C i2、 1 ~M MgCI2、0，1% ゼラチン

EDTA-saline 145 mM NaCI、10 nM EDTA、pH 7， 4 

PBS 15 ~Mナトリウムリン酸緩衝液、 pH 7，4、 145 mM NaCI 

3 溶血中間体 EC5-7細胞の調製法

Dessauerら(84)の方法、 llnち C5とC6を混合し、 35 C. 3分間iインキュベート後、

ー70Cで政らせることにより C5b6の代わりに使える C5. 6 f を銅製する:lj~が出来る。

この C5.6fをモルモット赤血球 (E)に加え、 33'C. 5分間 イ ン キ ュ ベ } ト し さ ら に

C7を加え 、 15分間インキュベ ート後、 赤血球を洗い EAC5-7を得た。

4 React i ve Lysi 5限筈測定法

A， Co-incubation法

試料に浴血中間体 EC5-7(lxl07 cell)とヒト C8. C 9を 200 ngずつ加え、 SG V B + 

+緩衝液中、 37C.60分インキュベートし、氷冷 EDTA-salineを 加えて、反応を

止め 、 ~心後 、 その上清の 414 n mでの吸光度を測定する。得られた溶血率より、

細胞当たりの溶血サイ ト数 (z)を求めた。試料なしで求めた Z値をコントロール

とし、下の式により(見) Reduct i onを求めた。

Z(control) - Z(sample) 

(目) Reduction = x 100 

Z(conlrol) 

B， Pre-incubation法

試料に浴 I血中 間体 EC5-7(lxl07 cell) を加え、 SGVB++中 37'C、 10分インキュ

ベ}ト後、よく洗沖す る。次に洗った EC5百 7にヒト C8. C9を 200 ngず つ 加え、 s

GV B++中、 37・C.60分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 71<冷 EDTA-salineを加えて 、 反応を止

め、遠心後、その上消の 414 n mで の l以光肢を iJllj;主し、上と閃様 の方法で(見) Re 
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ductlonを求めた。

5 7ミノ酸配列決定法 お よ び ア ミ ノ 敵 組 成 分 析

N末からのアミノ酸配列は、 Appl ied Biosystem 470Aシ ー ク エ ン サ ー を 用 い

て 解 析した。各サイクルで出る Pheny1 th i ohydanto i n (PTH)アミノ酸は YMC-Pac

k OOS-AM、 AM-302(4.6皿mxl5cm)カラ ム と 8 mMギ酸ナトリウム、 pH 3. 1/アセトニ

トリル (605/400， w/w)、 0.0006%SOSを用いて同定した (53)。又、アミノ酸組成

はPICO TAGワークステーションを用いて、サンプルを塩酸分解後、直接 PITCで

アミ ノ酸を誘導化後、 出 来 た PTC-アミノ敵を TSK gel ODS-80TMカラム (4.6XI50

mm)で 30 mMナトリウムリン酸緩衝液、 pH 7. 0とアセトニトリルを用いたグラジ

エントで分青!E定量した。

6 他の方法

SDS-PAGE(sodiun dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)は

Laemmliの系を周い還元下で行った (18)。

[結果]

ヒト尿を分子墨 10、000以下をカットするフィルターで約 100倍 に 限 外 ろ 過 濃 縮

し、これを尿 DAF同校、 60%飽和]硫安tI:澱し 、 PBSに透析後、抗;}j;l!ll球目見 P-18モノ

クローナル抗体力ラム を用いて精製した。まず、 PBSで平衡 化した抗 P-18IgG-S

epharoseカラム (2.5x4cm)に 7 プライし、 10 mMナトリウムリン酪緩衝 f夜、 0.5

M N aC 1、 p H 7. 4で洗浄後、 3 M KSCNを用いて溶出した。これを PBSに 透 析 後 泌

総した。極少量ながら 混在ずンパクが存在したのでこれをさらに PBSで平衡化し

たBio Gel A-0.5m(1.5xI00cm)を用いてゲルろ過し、 P-18を精製した(図 51) 0 c 

o-incubation法 で の 活性はタンパクのピークと一致したところに高く UJたが、

pre-incubat ion法ではこの部分ではなくタンパクピークの直前の少し分子置の

大きいところに活性が 現れた。この部分にはほとんどタンパクが存在せず、続

閣になった主なタンパクピークの P-1 8を尿 P-18をして以下の実験に用いた。

次lこC末精進解析のために 、 ゲルろ過により得た尿 P-18(1.5 mg)を 6 Mグ ア ニ

-31 -



L 
『、田圃，ーー~

ジン塩 E章、 0.4 M トリスJ1[~章、 2 mM EOTA、 34cM OTT(ジチオスレイトール)、 p

H 8.0で遺元後、 69mMヨード酢殴を加えて、カルボキ j ルメチル (CM)化後、 10

mMナトリウムリン酸緩衝液、 pH 7.4に透析した。得られた CM化 P-18(1.5mg/ml)

1 m 1にトリプシンを 2%(w/w)になるように加え、 37C、22時間処理した。消化産物

をTSKgel 008-120Tカラム (4.6x250mm)を用いて、 O.I%TFA(トリフルオロ酢酸)

存在下、アセトニトリルのグラジエントで分画したところ図 52のようになった。

牢印のピークのアミノ酸組成を PICOTAGで分析したところ GPlアンカー部に存在

するエタノールアミン を 含 む こ と が わ か り ( 図 53)、これのアミノ酸配列を解析

し既に当教室で決定している P-18のcONA配列(102)と比べたところ、 N末から 77

個目のアミノ酸アスパラギン (Asn)まで同定できた(図 54)。文、このペプチドの

配列は、アミノ酸組成とも一致しており、このアスパラギンにエタノールアミ

ンを介して GP Iアンカー が結合している事が確認できた。又、得られたピークの

全てのアミノ酸を解析し、 どの部分のペプチドかも同定したがアミノ酸の配 ~II

より予想されたペプチ ド は 全 て 回 収 さ れ て お り 、 又 * 印のピークも他のピーク

も等モ ルずつ回収されて い た 。 こ の 結 泉 よ り 、 ヒト赤血球 AchEでの報告 (60)と

同僚に l分子の P-18に2分子のエタノールアミンを含み、脂質を欠いた GP Iアンカ

一部分 を 全 て の 尿 P-18分子が持っていると推定される。現在、 この C末ペプチド

部から GPIアンカ一部を精製して、結部分の情造解析を行っている。

[結語]

尿P-18は尿から DAF同 僚容易に大mw製でき 100倍濃縮尿 100m1より約 2.5mg得

られた。又、ゲルろ過により 7 イナーな分子極であるM.¥型活性 P-18の存在が示

唆されたがこれは尿 OAFとして精製できた OAF-U 1とOAF-U2の関係に似ており OAF

-U 2に相 当す るも ので あろうと忠われる。この分子の同定を試みているが、 E置が

非常に少ないのと理由は解らないが、尿 P-18が Immunoblottingで検出できない

という特殊な性質を持つ事よりまだ同定には到っていない。しかしながら、 GP

l アンカ}タンパクからは尿中に b"l~なる 2砲の可浴性分子がでるとすると 、 この

機材4および機能は大変興味深いものがある。

C末gjlに関しては、 C末鍬のアンカーの付くアミノ酸が Asnである事、又、 C末
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の疎水性領域の 10個前のアミノ殴で切れてアンカーが付く事が解った。この C末

アミノ酸が Asnである事 は今までのデータと矛盾せず、同 lcanovlCら (97)の報告

の法則を満たしている。 更 に 現 在 絡 部 分 の 解 析 を 進 め ており、現在までのデー

タでは、マンノース 3個、ガラクトース l個、グルコサミンl{園、エタノールアミ

ン2個、リン酸 2個がいままで報告された基本骨格通りに並んでイノシトールに

つながっているものが予想される術造であり、更に確定を急いでいる。又、尿

DAFと同様この尿 P汁 8も そ の 生 成 機 構 を 採 る に は 脂 質 部の解析が必要でありこの

目的のために GC-MSや FAB-MSによる分析を計画中である。



」

[総合考察]

第二経路は血 f背中で常に活性化の準備段階にあり、特異的抗体の関与しない

機構で始まる。この非特異 的活 性化 で自 己割IJ胞が攻撃を受けて政機される事を

防いでいるのが DAFであった。そのも官制は H;lこJfui背中で少呈出来ている初JlJIC3転

換酵素 により切られてできた C3bが際的細胞に結合し、 これに Bと0;が作用して以

上に C3転換酵素が形成さ れるが、自己制胞上に結合した C3bに よ り 形 成 さ れ た C

3転換酵素から DAFが Bbを追い出したり、 Bの結合を妨害し たりする事により C3転

換醇索形成を阻害するという物であった。この際、 C3が異径の DAFには規和性を

持たず、これにより異種の補体による攻惣にはこの C3転換酵素崩峻能力を待た

ないため、 C3とDAFにより第二経路の活性化の際の自己 f.l!別はなされていると結

論できた。

この DAFは、赤血球上のみでなく、新粒 I求、 Tリ ン パ 球、日リンパ球、単球、血

小板にも存在し (36，50)、さらに Med 0 f等 (42)により、血液細胞以外に血清、涙、

唾液、脳脊髄 1夜、関節液にも可溶性の状態で存在する事が報告されている。又、

股静脈表皮細胞 (103)や角膜、結服、口、胃腸の粘膜、外分必腺、腎小管、勝脱、

尿管、 子宮の粘膜、胸 E英、心臓 の 周 囲 や 関 節 の し ょ う 朕など、色々な組織 の細

胞表面 に 存 在 し て い る 事が報告 (42)さ れ て お り 、 人 体 のあらゆるところで補体

系の活性化による攻撃 か ら 、 自 己 を 守 っ て い る 物 と 考 え られる。

DAFはこのように補体 系 の 暴 走 を 止 め る 機 能 を 持 っ た タンパクであったが、そ

れとは別にやはり、抗体特異性の脅!tい 反応として、細菌などの異物を布11材、が攻

撃する際に Reactive Iysisというものがある。これは割Ui遺の表面で活性化を起

こしている補体系が C5b6を放出しこれが C7と結合して付近に存在する物に結合

し、その結合のあと C8および C9により MACを形成して破壊するという物である。

この異 物攻般の際の非特異的 C5b67による攻移を阻止する因子として P-18を今回、

発見、新製した。この P-18は C8の段階と、 C9のポリメライ ズ を 特 に 11Jl'lliし 、そ

れにより MAC形成即ち自己細胞破l1lを防いでいた。そこでその綴能より、 MACIF

(Membrane attack complex inhibition factor)と名前を変更し、現在はこの名

前を使用している。又、 この MACIFは当教室のウサギ C8、 C9に 対 す る 作 mを制ベ

た実験でウサギ因子には 作 用 し な い 事 や 、 山 之 内 製 薬 のデータによるとヒトか
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サルの C8とC9tこしか作用せず、同径 3種別能力は DAF以上に強固である 。

そ の後、五つの教室より同じタンパクが異なった性質を指標に精製報告され

た。一つはシアル君主処理したヒト赤血球をヒト血清で処迎した時に、本来は第

二経路では溶血しないヒト赤血球を j岳山lさせるように作用するモノクローナル

抗体を f号、この抗体により精製した HRF20(Homologous restriction factor 20) 

である (104)0 MIRL(Me.brane inhibitor of ，'eactive Iysis)と命名された物は

名前週り、コプラベノムファクターで血れの祁i体第二経路をを活性化させ、こ

れにモルモットの赤血球 をいれて Reactive Iysisを起こす系を使い、その溶血

を防ぐ因子として精製されてきた (105)0 H19はヒト赤血球と Tリンパ E求問のロゼ

ット形成に関与する因子として精製されており、これは T細胞の活性化にも関与

す ると報告されている (106)。後の二つは Tリ ン パ 球 抗 原として MEM-43とYTH 53 

!と いうモノクローナル抗体により機能不明のまま精製された CD59である(107， 

108)0 Davies等(108)は血球細胞、 T細胞株、 B制u包妹、骨髄細胞悦;、上皮細胞

株の全てに存在している事、及び、尿から CD59タンパクを精製し、 N末アミノ殴

配列を決め、 cDNAクローニングも行っている。この結果と当教室と山之内(株)

で決めた MACIFのデータ(102)が一致し、又、岡田(109)等が 出 し た シ ー ク エ ン ス

も一致したためこれら全てのタンパクは閉じ物である事が確認できた。補体系

のみ成 らずリンパ球の機能を調節する分子としての可能性もあり、どの様な機

能をリ ンパ球に対して持つのか、またロゼット形成の際の結合相手の角11明など

興味深い。さらに cDNAの配列よりホモロジーを示す唯一のタンパクとしてマウ

スの GPIアンカータンパクである Ly-6が見つかった。 Ly-6はリンパ球上の抗原で

あり PMAと抗 Ly-6モノクローナル抗体で T*1lJ 胞が、又 IL-4や 1FN-rと抗 Ly-6モノ

ヲローナル抗体で B細胞が活性化する ~n よりリンパ球の活性化に凶与するタンパ

クではあるが、はっきりした機能はいまだ解っていない (110-113)0 Ly-6とCD5

9、MAC 1 Fのホモロジーは 26%程度であり、 10個ある CySが 保 存 さ れ て い る の と N未

明l、 C末部に 2-3個同じアミノ敵があるだけである。従って、 MACIFがヒトの Ly

Bであ るとは思えないが Ly-6の燥に ill伝 子 フ ァ ミ リ ー を 形成しているタンパクで

ある可能性がある。従って 、 MA C 1 Fの 引lii苫解析は大変意味のある惑であると恕わ

れ、現在、立体 構 造の解析を当教室で行っている。

又、 OAFもMACIFもGPIア ンカー型映タンパタであるが、 IIllmや尿、他の体液中
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に可溶性のタンパクとして存在している。そこで尿 MACIFのC末ペプチドを調製

し、 GPI アンカーの結合アミノ厳を同定した。この結果より尿 ~I A C 1 F はペプチド

部分が切れて生じているのではない事が解ったのでそれ以降の GPIアンカ一部の

糖鎖部分の解析を現在進行中である。しかしながら、この部分も欠損していな

いようなのでこれら GPIアンカータンパクの生成機構を解明する事はその機能の

解明にと っ て 大 事 で あ ると思われるのでイノシトール以降の脂質部の解析をす

る予定である。
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;23JJJV;JJlこよるゲルろ過し、 5川正E及び i~ 11 i.I'J定により m す273:
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図8 C3の ハ イドロキシア パ タイトカラムクロマトグラフィ ー

凶7でH;られた c3姐分を、 25 mtlリン自主力リウム . 100 mt1 KC 1. 50 mtl Ê Ĉ . 

pll 7. qで.il'tli fヒしたハイドロキシアパタイトカラムにかけ、 2 tl KC Iを含む緩 i!ii戊

で洗浄i長、 125 m リ ン~ jJリウムを含む続出ほで C3を沼山 しM製した .

lOOmM citcate bu((er 

lAlO' J 
pll1 . 0 

10.0 

5.0 

0.0 
o 10 30 50 

f'rdctlon n山由er

図9 12・2G% PEC;沈 ifi分 固からの U囚子の 1J1製

12'26% PEGiX潟を、 10 mtlク工ン w段 iJjill .判IG.Oにm111透 Hri丘、 Ct1.Seplladex

C.50カラム (q.6x 35cm)(こi奈川した. I先ゆ i丘、 100 mtlクエン限緩 iliiiX.pll G・0に
より沼 山し た. B i:5 f主を測定 し活性画分をブールした .
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図10 sのDEAE-Sepha向付lラムク ロマ トグラフィ ー

凶9で がlられ たU回分を 、 3Umtlリ ン政伝 ijjWA， 1'11 7・0を川い たUEAE'SephauexA 
.50 jJラム(2・6 x 3Ucm)に かけ、 o. L 5 U m tl 11 a C 1 i>:: J.主勾í1~に よ り 沼 山し た . 図日同 1玉
にBii5 f主回分をプ ールし た.
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図11 sのsioGel 1'1.0・5mカ ラムク ロマ トグ ラフ ィー

心;12251克己 PsS"t'平 衡化し たsi 0 G e 1 A. 0 . 5 m jJラ ム (2.5x JOOcm) 
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図12 2Gl PEGi尤 ね 分 回 からの U因子の 1万製

80 

2Ul PEC上山を、 Uio・Rex70:}Jラム (1.5x 32cm)にそのままのせ、 V日5. 0.2% 

LrLY1 
lA，，， J 

Fracヒionnwnber 

図13 Uの5ephadexG-75;J}ラムクロマトグラフィー
図12でi!}られた U回分を、 VsS. pll 7.4で jp.~í 1じした Sepha臼 xG-75カラム (2.5

x IOOcm)でゲルろ過し杭製した.
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図14 Slab.gd ~lec lT op h or口凶 o f human P and rabbil P. SDS.PAGE was performed using 10兎 acrylamidegel and Ihe burrer sy山 m
described by Laemmli (1970). Sampl目 wcrcrcduced wilh 5% 2.M E. 50$.611 and l1louse IgG werc used as standard prOlc川 markea

ヨミ | AMINO ACID CO~IPOSITIONS AND MOLECULAR 

百I'EIGIITSOF RAsUIT P AND IIUMAN P・

AlIlino acid Rabbil P Iluman P 

(mol %) (mol %) 

Asp 5.7 5.5 
Thr 5.5 6.2 
Scr 7.7 7.8 
Glu 12.9 13.3 
Pro 12.0 11.1 
Gly 12.1 11.8 
Ala 6.2 5.5 
Cys 5.2 4.7 
Val 6.0 6.3 
MCl 1.2 1.6 
IJc 1.9 1.8 
Lcu 5.4 6.0 

Tyr 0.8 1.0 

Phc 1.9 2.1 

Lys 5.4 4.6 

lIis 2.7 3.2 

Arg 7.5 7.4 

Mokcular 

wcighl 58α旧日 59α)() 

• Valucs are nol corrcctc:d ror lossc:s during hydrolysis (24 h) 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
Human Asp-pro-Va1-Leu-Cys-Phe-Tyr-G1n-Tyr-G1u-G1u-Ser-Ser-G1y-
Rabbit -ーーーーーーーーーー-Va1-ーーーーーーーーーーー-G1u-----Aspーーーー-Pro-ーーーーーーー一

15 16 17 18. 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 
Human Lys-CyS-LyS-G1y-Leu-Leu-G1y-Gly-G1y-Va1-Ser-Va1-Gln-Asp-
Rabbit -ーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーーーー ーーーーーーーーーーーーー ーー ーーG1u-Pro-

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 
Human Cys-CysーLeu-Asn-G1y-A1a-I1e-A1a-
Rabbiヒ ーーーーーーーーーーーー----Ala-ーーーーTyr-----Phe-G1n-

図15 Amino tc:rminal amino acid日 quenccof日 bbitP. P (JJμg) was叩plied10 a 470A ga5 phasc prole:in sequcncer as described in 
the matcrials and mc:thods sc:clion. Thc: sc:qumcc: is印 mparc:d刷 出 Ihc:sc:qucnce of human P rl!porlcd by Reld and Gagnon (1981) 
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n門戸
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図 16 Stabiliution of C3 convertase C3b.Bb with P. 200μlof 

2.5% (vjv) EAC4，3b and 4μg human 0 and 10μg hllman B 

in 1 ml Mg-EGTA-DGVIl were incubaled al 370C for 2 m川

and Ihen washed immcdialely wilh ice-cold VIlS. The precipi・

tate was Ihen resuspended wilh 800μI of 10 mM  EDTA-DGVB 

100μI aliquols from Ihe mixllIre were added 1050μ1 rabbil P 

(・)or human P (0) in 10 111M EDTA-DGVB and incubaled at 

370C. Afler 10 min of incubalion. 10 each lube was added 50 

μI of 50 m M  EDTA-SsP and incubaled at 370C for 20 min 

Then ice-cold EDTA-saline (3 ml) was added and Ihe mixture 

was centrifuged. The absorbance at 413 nm of Ihe supematant 

was measured. The average number of residual C3b，Bb sil目

per cell (Z) was delermined from Ihe percenl hemolysis. 
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図 17 Dccay of CJb，Ub in lhc prcscnce or abscncc of 1'. 

EAC4，Jb，Ub was prcpnrcd as in Fig. 7 anu 8以jμ1EAC4，Jb，Ub 

川 10111M EDTA-DGVs was auucu 8μg rabbil P (0) or 8μE 

hUl1lall P (・)in 4()(J 111 10 111M EDTA-DGVU or 400μ110lllM 

EDTA-DGVs (d). Thc mixlurcs were incubaleu al J70C anu 

at each time， 150μ1 aliquolS were removed and residual 

enzymalic aclivily was uclermincu as described in Ihe malerials 

and melhods seclion 

12345678  

図 18 t，j~凶子の SUS-P^GE による分析
ヒト及びウサギの精製因子 ((3，s，II，0)

各 1μgを、 7.5%ゲルを川いて Laemm1 iの系

で辺元灸 1牛下で分析した。 U因子は 15%ゲル

を川いて同械に分析した。 lal1el ヒト C3，
1 a l1e2 :ウサギ C3，1 ane3: ヒト B、 lane4

ウサギ日、 lane5 ヒト H、 lal1巴6:ウサギ H、

lane7 ヒト U、 lane8 ウサギ O
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呈~ 1 1 ^目 1AnllllO aCIU cOmpOSiliollS of rabbil 11 and 
human 1-1. 

AmillO acid 
mol ~ . 

Rabbil I-l I-Iuman I-l 

Asp 8.6 9.1 

Thr 7.3 6.1 

Ser 8.0 6. 7 

Glu 10.6 11. 8 

Pro 8.0 7.8 

Gly 8.3 7.9 
Ala 4.9 4.4 

Yal 6.9 5.3 
Cys 4.0 5.2 
I¥lel 1.2 1.7 
lIc 4.5 5. 3 
Lcu 6. I 5.4 

Tyr 4.5 5.8 

Phe 3.2 2.6 
Trp 1.2 1.4 

Lys 6.5 6.7 
His 2. I 2.2 

Arg 4. I 4.5 

• Values are llol correcled for losses during hyurolysis 
(24 h). 
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図 19
EITect of human H and rabbit H on hemol-

ysis of EAC4b，3b，P. (A) Twenty-fivc ，，[ of 2.5% (v/v) 

EAC4b，3b，P， 10 ng of human D， 2.3 ng of D and human 

H(・)or rabbit H (0) solution i口 75，，[of DGV13-Mg-

EGTA were incubatcd at 37cC for 2 min. To cach 

tube was added 50μ1 of guinea pig scrum dilutcd (l : 2) 

with 100 mM EDTA.DGVs. Aftcr incubation at J7"C 

for 20 min， ice.cold EDTA-salinc (3 ml) was added， and 
the mixture was ccntrifuged. The absorbance at 413 

nm of th巴 supernatantwas measured. The samplc 

without addition of H was set as 0% inhibition， and 

the sample with DGVB-EDTA instcad of DGVs・I¥lg-

EGTA was set as 100% inhibition. 



B CONCENTRAT[ON DEPENDENT C3 CONVERTASE 

FOR門AT[ON ON EAC4bJ3bJPHu 
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図20 ヒト 及びウサギ日囚子の C3転 l史的素形成 (jgの i七校
EAC4b.3b.P (IX{07cells) にヒトあるいはウサギ Bを jJUえ 37"C. 10分インキユベ

}ト後、 EUTA希釈モルモット血清を加えて沼血させ、 C3転 l免酵素形成{止を調べた。
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021 ヒト及びウ サ ギ D囚子によるヒトあるいはウサギ B囚子の切lOi
術担ヒ トある い は ウ サ ギ O囚 子によるヒト及ひウサギ B囚子の切断を訓べた.各

1囚子に凍結融日? により失 i~ させた似毘のヒト ある いはウサギ C3i と U を}J1Jえて、
118"の干手伝下、 37'cでインキユペー トしVJJリJC3日間昨緊を形成させた i丘、さらに

nali veC3を添加しに31'1:IT ~~ 素を形成さ U 、この転 i民Ii~素による B 因子のりJ lUi ;を、
IUS'PAGEで sbとsaを|金山することにより 目!Jべた .
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国22 C3のヒトあるいはウサギ |因子と H囚子によるり!日Ji

-20SK 

・ 116K .. ー C3α
- 97.4K 

- C3ρ 
- 66K .... 酔ー α，67 

- 4SK 

- 29K 

-20SK 

-1l6K 
- 97.4K 

- 66K 

- 4SK 

- 29K 

4時ーー α，40 

_ C3α 

コ=C3ρ 
α， 67 

骨一 α，40 

125 Iでラベル したヒト ある いは ウサギ C3をnu分杭製ヒ トあるいはウサギ |及び H
と共 にインキユベート i丘、 SUS-PAGEにより C3を分白Eし、オート ラジオ グラフィー
によ り生成 C3断片を1J!Jべた .
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B因子の組lみ替え実験図23

37 赤血球 (2X 107cells)に Rs(s欠li1Ull m )、 B囚子を lJUえ、 tlg-EGTA -DGVs中、

上 市 の AQ13を測定した。l時Il!}インキユベ ート 後、 i童心し、℃、
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図2q0因子の組み答え実験

37 赤血球 (2X 107cells)に RU(U欠Jn血清)、 D因子を加え、 tlg-EGTA-UGVs中、

遠心し、上清の Aq13を測定した。l 時Ill!インキユベート後、℃、
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図 25 P dose-dependenl hemoJysis of ERb wilh RpHu. 20μl 

of 5% (vjv) ERb， 30μJ RpHu and 100μJ of rabbil P (・)or 

human P (0) in Mg-EGTA-DGVs were incubaled al 3rC 
Afler 10 min of incubalion， ice-coJd EDTA-saJine (3 mJ) was 

added， and lhe mixlure cenlrifuged. The absorbance al 413 nm 

of supernalanl was measured. The hemoJysis of lhe sampJe 

wilhoul P was sel as 0.0. 
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図 26 Time course of lhe hemoJysis wilh or wilhoul P. 160μl 

of 5% (v jv) E Rb， 240μJ RpHu and 5.6μg rabbil P (・)or 5.6 

μg human P (0) in 800μJ Mg-EGTA-DGVs or 800μl 

Mg-EGTA-DGVs (..) were mixed and incubaled al 370C. Al 
each lime inlervaJ， 150μJ of aJiquols were laken and lhe 

hemoJyses were measured as in Fig. 5. 
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図27 11因子 の組 み l負え実験
赤血球 (2xl07cells) に血泊及び H因子を IJUえ、ト19-EGTA-DGVB中、 37'C、 l

じ か ん イ ンキユベート後 、遠心し、上 i行の A413を測定した . この際、 Hを加えな
い場合を 0%阻 害、 EUTA-UGVsをJlJいた1M合を 10U% 阻害として i富山阻害を%阻害
で哀 した。 IIRb ウサギ H因子、 II"U ヒト H凶子、 SRb ウサギ血清、 SHu ヒト

血i百、 ERb ウサギ赤血球、 EHu ヒト赤血1U: 
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表111 C3因子の組み管え尖駁

C3(273μg)を3);(11/11)トリブシンで 23-C、 5分処理する事により、 C3b桜分子を

1'1'り、~、血球 (E ， lU9 cells)lこ人工的に l!Aり込ませ、 E-C3LJを別製する。できた

E-C3b(2 x 10 7 cells) に上の E で C3 、日、 D を加えて ~Ig-EGTA-OGVB中、 3rc 、 2分

インキユペートし、 CHil史酔 素 をmmzさせ、 更 に EOTA希釈モルモット血清を加

えて 37"c、 15分インキユペートして溶血させ上 i青の A413を測定 した。



表 IV mcDAF精製

purlflcatlon proteln Activlty 
procedure (m'll Total . 5p~clflc 

lunlts' lunlts/oHj) 

urln・ 15，000 “‘， 561 10 

8rt1TnonLufWI・ulf.t・ 4・， 616 105，8‘。 65 
60‘ppt. 

he&t t[・e:atcent 1 ，199 J46，I10 z‘7 

DE"E・Sepha.cel 581 JI6，067 5・2
810 C.l "0.5・

pool 1 、， 12，585 )， 806 
pool 11 ‘1 120，JI0 2，896 

pool 1 
HPLC (phenyl 5PW) 2.) 21，191 9，125 

pool 11 
Afflnl.ty column O.司9 ) 0，‘80 151，561 

A5says of decay-accele~ ・ tlnq ・ ctlvlty were don・ln th・ran9・that
th・dose-respon8. was 11near， and on・unlt of actlvlty was deflned 
•• th・・mount of actlvlty to cau・・・ 10‘x・ductlon of ."・，.br・n・-ph...
C5 conv・rt・・・.

ヒト尿を m外協過により 200m程度に浪縮i去、 GO%飽和硫安 i'A澱をとり、7)<に透

析後、 OAFが高温に対して安定なのを利用して、 80・C、20分 間加 数し、真!!変性タン

パクを除去 した。上 i青を DEAE-Sephacel、 BiogeIA-0.5mにかけた。このゲル IS過で、

2つの oA F ii5性ピーク カsj早ら れ、それぞれブール l、 プ ール 11とした。ブール |をTS

K gel phenyl 5P¥J力 ラ ムを用いた IIPLCで分画 したとこ ろ、 最 初 のピ ーク lこDAFが精

製さ れた。 ブ ール 11の DAFは、 j元-DAFモノクローナル抗体力ラムを用いて精製した。
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図32 SDS-PAGE a日alysis of purified DAFs・ The samples were 

electrophoresed on 10 % gel and the left two panels were detected 

by silver staining and the other was by immunoblotting. Lanel， 

membrane form DAF; lane 2， DAF-U2; lane 3， DAF-Ul. R， reducing 

condition; N， nonreducing condition. 

R 

1 2 3 

-97.4kDa 

-旬、
66kDa 

ド」ー

45kDa 
、』ーーー

N N 

1 2 3 1 2 3  

123456789 

図33 DAF from fresh urin巴. Urin巴 DAF samples were 

lmmunoprecipitated from 2.5 ml fresh urine f工om four normal 

lndividuals with anヒi-DAF m口口oclonal antibody conjugated 

Sepharose and compared with Ehu membrane DAF， DAF-Ul and DAF-U2. 

The proteins were elecrtophoresed on 10% gel under nonreducing 

cOnditions and detecヒed by immunoblotting. Lane 1， DAF-U2; lane 

2， DAF-Ul; lane 3， membrane form DAF; lane 4-7， urine DAF from 

four individuals; lane 8， no urine; lane 9， urine DflF which was 

purified directly from fresh urine by a immunoaffinity 

chroma tography. 
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図3q 尿 DAFの股上 C3/C5転 換酵素 j羽I哀促進活性

iiI血中 IUI!本 EACI-3b，P(101cells)に各 DAFをjJ日え、 37・c、15分間lインキユベート後、

残存 C3/C5転 i民~~素活性を DETA入りモルモツト血 i百で i否血させ測定した。得られた

沼凶iおよ り細胞当たりの沼血サイト (Z)数を求め、 DAF無し での Zf直をコントロール

とし、下の式で阻害率を求めた。

Z(conlrol) ー Z(sample)

% Reduclion = x 100 
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図35 尿 DAF の i夜 4日 C3 転 j負i'i~素肪1)表促巡活性

1 Om~1 ~lgC 12を含む PsS中、 C3を 凍結 融解 させ て訓 製し た C3(1I20)(0.05μg)及び、

C3(lOμg)、 s(2μg)、日(0.2μg)とサンフルを加え、 37・C、30分インキユベー

トした。このíTI ì夜中で生成したほ相 C3転換i'i~素により C3が切られて放出された C3

aのEを Radioimmulloassayにより求めた.
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DAF-UIの TrYPsin-Thermolysin消化物の IIPLCによる分画図 36

UAF-UI(2mg)を0・1tli'il'酸アンモニァ、 1mtl酢酸カルシウム、 pll 6・5中で、 2.5%

(1，//ν) Trypsin で37・c、 17時nn、 2・5%(1，//1，1) Thermolysin で56・c、2時間、 2・5%

(1，1/り Trypsin で37・c、4時間処理した.
この消化物を TosohTSK gel OUS・ 120T

アセトニトリルのグラジエントにより
(7.3mm x 30 cm)にかけ、 0.1% TFA存在下、

分画した・各ピークの CyS合盈を、 SBD・F(ammonium 7-fluorobenzo・2-oxa-I，3-di

azole・q-sulfolale)を用いて測定した。



A214 

(c) )
 

b
 

(
 

(a) 0.6 
{メ
}
Z
υ
の
工

ω
60 

40 

20 

33-7 

23-5 
4 

0.3 

。
20 
lminl 

10 。20 10 。20 10 
0.0 

0 

ピー クの中性緩 i釘i伐を川いた I写分画図 37

OUS-80TM(Q.6mm x 15cm)を用 いて、図 36のピーク 15(A)，23(8). 33(C)を TSKgel 

15 m~l fi~ 殴アンモニア、 p ll 6.5存在下のアセトニ トリルグラジエン トにより更に分

図した。
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DAF-U1のSub t i I i s川消化物の IIPLCによる分画図 38

DAF-UI(4mg)を0.2 ~Iill 炭酸アンモニウム .1 m~IJ盆化 カル シウム中、 1%( 1< / 1<) su 

b t i I i s i n で37・c、一晩処理し、生成ペプチドを Tosoh TSK gel ODS-120T(7.3mm 

x 30cm)でo.1%TFA存在下アセロニ トリル のグラジエントにより分却した。
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図 39Subti I isinベプチドの Trypsin消化 後の IIPLCによる分 図

1 m~IH 駁カルシウム、 pll 6.5中、 2.5図 38 のピークを O.1 ~I i'í f Mアンモニア、

%(1，1/1.') Tryps i n で37・c、4時間処辺 し、 IJakosiI 5C18 (4.6mm x 15cm)でO.I%TF

A存在下アセロニト リル のグラジエントにより分制 した。



表 V Amino Acid compositions of peptides 

Peak numb巴E

33-7 13 23-5 18-14 22 37 31 15-8 

115>< 2.1 (2) 0.9 (1 ) 1.0 (1 ) 1. 6 (2) 0.4 (1 ) 
Gl>< 2.0 (2) 1. 2 (1 ) 1.5 (2) 1.3(1) 2.4(2) 1. 4 (1 ) 1. 2 (1 ) 
Ser 1.1 (1 ) 1. 2 (1 ) 0.7 (1) 2.1 (2) 1 .4 ( 1 ) 
Gly 0.5 (1 ) 1. 4 (1 ) 1.1 (1 ) 2.8 (1 ) 
lIi5 
Thr 1. 6 (2) 0.8 (1 ) 0.8 (1 ) 
1I1a 1. 0 (1 ) 1. 0 (1 ) 
Pro 2.6 (2) 1.0 (1 ) 1. 3 (1 ) 1 .8 (2) 2.6 (2) 3.5 (3) 2.7 (3) 
IIrg 0.6 (1 ) 1.0 (1 ) 1. 2 (1 ) 1. 0 (1 ) 1.0 (1 ) 
Tyr 1. 1 (1 ) 1.4 (2) 
Val 2.0 (1 ) 1. 0 (1 ) 1. 3 (1 ) 1. 3 (1 ) 
flet 
CY5 1. 3 (2 ) 1.2 (2) 1.1(2) 0.8(2) 0.7(2) 0.7 (2) 1 .2 (2) 0.5 (2) 
Ile 0.7 (1 ) 1. 6 (2) 
Leu 1.0 (1 ) 0.7 (1 ) 1. 6 (1 ) 
Phe 1. 0 (1 ) 1.0(1) 0.7(1) 0.7(1) 
Ly5 0.4 (1 ) 

The values are ratios of amino acids obtained after hydrolysis with 
6 H IICl at 110 C for 24 h in vacuo. The theoretical values are given 
in parentheses. 



図 qO

Sequence of disulfide-containing pep七ides

Peak number 

33-7 

13 

23-5 

16-14 

22 

37 

31 

15-6 

Sequence 

2 
DCGLPPD 

V1C 
47 

31 
CEES 

FCllR 
60 

64 
SCEVPTR 

LTC 
111 

95 
ECRPGYR 

VEFCK 
1 24 

129 
SCPNPGE 

FC 
169 

156 
FSCNT 

VQ¥'ISDPLPECR 
166 

191 
1YCPAPPQ 

1YCT 
233 

219 
ACN 

SGPPPECR 
249 

SCR number C number 

工
3 

2 

I 

4 

工工
3 

2 
11 

II1 
3 

2 
1II 

1V 
3 

2 
1V 

Numbers indicate the corresponding C ICys) residues in DAF-Ul. 
SCR number is 1 (1st)， II (2nd)， 111 (3rd) and 1V (4th) from 
N-terminal of DAF-Ul. C number is from N-terminal of one SCR. 
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図 ql DAF-UI q佃の SCR内 におけるジスルフィド結合

図 qOに示されたジスルフィド結合の DAF分子 l勾における i立i世関係を図示した.

最上段に SCR内に保存されている Cysの位置を示した.下 段は DAF(こ含まれる 4個の

SCRを示す o CySの上の数 字は N末からのア ミノ政訴号である o SCR 内の l番目と 3番
目の Cysのジスルフィド結合は実線で、 2番目と 4番目の Cysのジスルフィド総合は
破線で示しである.下級で示したアミノ阪は図 qOで決定さ れ た ア ミ ノ 殴 配 列 を 示

す.最下段には赤血球股 DAFの分子情造を後式化したものを示しである.



表 VI 新 しい制御タンパク P-18の縮製

1. Extract 

2. 1st DEAE-Sephacel 

3. Bio-Gel AO.5 m 
4. 2nd DEAE-Sephacel 

5. Preparative SDS-PAGE 

Total 

activity 

(units) 

660，450 
737，660 
480，375 
331，625 
81，493 

Total 

protein 

いg)

234，600 
91，968 
3，038 
1，699 
160 

Specific 

activity 

(unitslμg) 

3 
8 

158 
195 
509 

ス トロー マ (lg/ml10 m門リン酸緩衝1夜、 1mtl EDTA、 pll 7.4)に200μg/mlに

な る よ うに パ パインを加え、氷中 - B~ 消 化 した. こ の処理によりス ト ロ ー マ中
の 30%のタンパクが除去された。次にこのストロ } マを 上 記緩 i釘液に怒濁し、 こ

れ に nー プタノ ー ルを加えて 20%プタノ ールとし、 0・C. 30分 他 出 し た 。これ の
水庖を回収し、。EAE-Sepha-celカラム、 sioGel A-0.5mカラム、次にもう一度
DEAE-Sephacelカラムに一回目と同じようにのせ溶出した。

ただし、活性は以下のようにして測定した。日予血中 川i本EC5-7を lxl07cell分

に サン プルと ヒ トC8、C9を200113ずつ加え、 SGVs++中、 37・C. 60分 インキユベ

ート し、氷冷 EDTA-saI i neを加えて、反応を止め、遠心後、その上涜の 414nmで
の吸光度を測定する。得られたi1i血率より、細胞当たりの溶血サイ ト数 (Z)を求

めた。サンプ ル なしで 求めた ZI直をコン トロー ル とし 、下の式により%Reducti 
onを求めた。

Z(COI1 tro 1)ー Z(sample)
% ReductiOI1 = x 100 

Z(contro 1) 



新しい制御?ンパク P-18の精製図 42
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図 43 ニ トロセルロ ー ス股への転写を
用いた散JwPタンパクの検 出

2回目の DEAE-Sephacel:カラ ムよりの

活性プール をSOS-PAGE後、 ニ トロセル

ロー ス肢に転 写 し、 そ の目立を5mm1憶に 20
等 分し、各切)，を SGVOH LjJ、 4'c_ B~ j山
;むした. そ の lih山i伐の m-~活 性を図 15
で述べた方 法 により測 定 した。

-68K 

~3κ 

-25. 7K 

図 44 ニトロセルロース桜より

i白出精製 したP-18 

2回 目 の OEAE-Sephacel.カラムよりの

活性ブールを SOS-PAGE後、ニトロセル
ロース践に転 写 後、 18kOaに相当する部

分を切りとり、 10m~1 T r i s -11 C 1， 2 % 
N P -4 0， p 11 8， 0を加え て 4・C一晩 i山山し

た。仙出 i夜を 小 さな OEAE-Sephacelカラ

ム(1 川， 5cm) に吸着させ、 O ， 1 5 ~1 NaCIに

より沼山すると い う方法により滋焔回収

した。回収タンパクを SOS-PAGEi丘、銀染
色 した。

ー-18.~K 

-1~.3， 
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図 45 精 製 P-18の Reac t i ve Lys i s阻害活性

m血中 n可1本EC5-7を 10
7
ce I I分にサンプルを加え、 SGVs++中 37'C、 10分インキ

ート i量、よく i先浄する・ 4欠に 1先った EC5-7にヒト C8、 C9を 200 ngずつ }J日え、
SGV s ++中、 37・C，60分イノキユベートし、 j.Ki令EOTA-saI i neを加えて、反応を止

め、遠心 i丘、その上清の 414nmでの吸光度を iJ!'1定する 得られた沼血率より、細

胞当たりの浴血サイト数 (Z)を求めた。サンフルなしミ求めた Zfl!Iをコントロ ー
ルと し、下の式により% Reduclionを求 めた。

% Reduction = 

1 2 

Z(control) ー Z(Sample)

-68K 

-43K 

-25.7K 

x 100 
Z(control) 

図 46 Immunoblotting annlysis of native 
stromn and purified P-18. Nalive stroma (30 
μg) (1叩e1) or purified P-18 (50 ng) (lane 2) was 
Bubjected ωSDS.PAGE. followed by transfer to 
nitrocellulose paper. P-18 w田 detectedim-
munochemically with nntトP・18nntibody. 
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図47 Inhibition of the P-18 sctivily by anti-P-18 antibody. 
EC5・7cells (1 X 10') were incubaled wilh P-18 (5 ng) or SGVBh sS a 
conlrol for 10 min at 37・C.After exlensive washing， the cells were 
incubated with increasing amounts of anti-P-18 19G (・)or noo-
immune rabbit !gG (0) for 15 min at 37・C.After a further wash， C5-7 
sites on the cells were developed by incubation wilh C8 and C9 for 60 
min at 37・C.The percent reversol of P-18・mediotedinhibilioo of 
hemolytic activity is shown as 0 funclion of !gG concentrotion. 
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図50 GP Iー アンカ ー タン パク 貨の C末情造
現 在 までに解明さ れた GPIーアンカ ー タンバク賀 のC末アミノ酸 liefll及びGPIー

アンカ-slIの川i遣を示 した.
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抗赤血球 股 P ー 1 Uモ ノクロ ー ナル抗体力ラムを用 い て精製後、吏に PBSで平
ijj化した Bio Gel A-O.5mカラム CI.5xlOOcm) でゲルろ過 した. co-incubali 
o ni去と、 pre-incubalioni去両方で活性を測定 した.
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図 52 C末ベブチ ド0)IIPLCによる分別

尿 P- 1 8 をCtIH:i丘、 トリ ブシン分自干し、消化産物を TSK ge I OOS-120T j)ラ
ム Cq. 6x25ucm) をHJいて、 O.I% TFA(トリフルオロ ~f ~ ) 存在下、アセ トニト
リル 0)グ ラ ジエン トで分 画 した.
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図 53 アミノ隊配列決 定 法及びア ミ ノ政組成分析
N末からのア ミノ敵配列は、 Applied siosyslem 470Aシークエンサーを mい

て解析した。各サイクルで出る Phenyllhiohydanloin(PTII) アミノ放は YMC-Pa
ck OD5-Ml、 MI-302(4 .6x 15cm) カラムと 8mtlギ酸ナトリウム、 p113.11アセト

ニ トリル (605/400，11/11)、 0.0006%5D5をj日いて同定し た (53)。又、アミノ

M組成は P1COTAGワークステーシヨンを用いて、サンフルを i盆酸分目午後、直後

P I TCでアミノ放を誘導化後、出来た PTC.アミノ酸を T5K gel OU5-80TMカラム

(4.6xI50mm) で 30 mHナト リウムリン駁緩 i訂i夜、 p117.0とアセトニ トリル を用い

たグラジエントで分前A:ill:した。
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図 5q P-18cDNAの i主墓前列より予怨されるアミノ酸配列

成車内 P-18の N末アミノ酸を !としてア ミノ放の者号をつけ た。凶角で図ったア

ミノ WiM列はオリゴヌクレオ チ ドフロー プに対応する 配列であ る。下 級で 示 し

たアミノ敗配列は蛋白 1t学的に決定したアミノ酸配列である・ . En は Nグリコシ
ド結合 Bsf立を示す。 A.En は成熟 P-18のC来アミ ノ酸を示す.
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