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ヒ ト補体 第4成分 C4の活性化とその制御に関する研究

学位論文内容の要旨

  補体系は20種以上の血漿蛋白質および約10種類の膜蛋白質群からなる主要な液性の生体防御系

である。補体系には2っの活性化経路があり，1っは主に抗原抗体複合物によってClが活性化

されて始まる古典経路（classical complement pathway，CCP)であり，もう1っはC3bが

異物に直接沈着することによって始まる第2経路(alternative complement pathway ACP）

である。いずれの経路においても，C3bの沈着やmembrane attack complex（MAC)の

形成によって異物や非自己細胞は標識され，排除される。補体の活性は一般に，動物の赤血球の

溶血反応を指標として測定される。しかし，赤血球は動物によって補体に対する感受性に個体差

があり，さらに寿命が約1力月と短いことから，補体活性の測定に不便であった。そこで脂質二

重層で構成された人工の細胞膜モデルであるりポソームを用いて，ヒト補体活性の測定に適した

りポソ―ムを開発した。

  C4はCCPに属し，Clによって活性化されたC4bは夕一ゲット上に共有結合し，C3

convertase (C4b2a)， C5convertase (C4b2a3b)を形 成し ，補 体に よる 細胞 障

害反応を誘起する。C5 convertase形成の点からも，補体依存性の細胞障害にはC3が必須で

あると考えられてきた。しかし近年，C3の完全欠損患者が発見され，この患者血清fまC3が存

在しないにもかかわらず，補体依存性の細胞障害反応を弱いながらも引き起こすことが見い出さ

れた。さらに，その活性はC4の量に依存することが報告されているが，そのメカニズムは不明

である。そこで，筆者はこのC3欠損時の補体活性化におけるC4の新しい機能にっいて解析し，

C3をバイパスする新しいpathway（C4bdimerによるC5convertase形成）の分子機構

を明らかにした。

  活性化されたC4bはfactorIとそのコファクターであるmembrane cofactor protein

（MCP） およ び C3b／C4breceptor (CR1） に よっ て制 御さ れている。MCPとCR1は

C3bの制御にもfactorIのコファクターとして働き，その活性はpH依存性（MCPは6．0，
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CR1は7．5で強く働く）であり，低イオン強度で増強される。さらに，MCPは同じ細胞膜上

に沈着したC3bに対してより強く働き，CR1は自己細胞膜上以外に沈着したC3bに対して

も働くことから，MCPはintrinsic，CR1はextrinsicなコファク夕一であると言われている。

しかし，C4bの制御におけるこれらのコファクタ一活性の違いにっいては明らかにされていな

い。そこでMCPとCR1のC4b制御反応におけるコファク夕―活性の違いにっいて解析した。

1．リポソームによるヒト補体活性の測定

  リポソームは補体の膜損傷反応よって溶解する。この時，あらかじめりポソ―ムにマーカーを

封入しておくと，補体活性に応じてマーカーが放出される。そこで抗原としてtrinitrophenyl

(TNP）基を 組み込んだ感作TNP―cap―liposomeを作成し，抗TNP抗体を感作して補体

を活性化し，リポソームの溶解率を求めて補体活性を測定した。その結果，感作TNP―capー

liposome（ LA)はその組成をDMPC： cholesterol： TNP―cap―DPPE： DCP二二1:1：

O， 005：0．02（モル比）とした時，ヒト補体を最も効率よく活性化し，溶解した。

2．C4b dimerの構造および機能

  赤血球などの細胞膜上には，C4bが結合し得るさまざまな高分子アクセプターが存在するた

め，膜に結合したC4bの解析を複雑にしている。そこで，リポソ―ム(LA）とClおよびC

4を用いて補体反応中間体(LACl，4）を作成し，リポソーム膜に結合したC4bの解析を

行なった。その結果，リポソーム膜上でC4はC4bdimerを形成することが明らかとなった。

さらに，C4b dimerを結合させたLAC1，4はC2aをともナょってC3非依存的に溶解し，

C5aを遊 離した。従って，C4bdimerはC2aをともなってC3非 依存的にC5convertase

を形成することが明らかとナょった。C4にはC4AとC4Bの2っのアイソタイプが存在し，

主にC4Aはターゲット上のアミノ基，C4Bは水酸基に結合する。そこでC4A，C4Bのり

ポソーム膜への結合を検討した結果，C4Aはアミド結合，C4Bはエステル結合によって，そ

れぞれdimerを形成していることが明らかとなった。さらに，C4AおよびC4Bのdimerは，

いずれもC2aをともなってC3非依存的にC5convertaseを形成し，リポソームを溶解した。

その活性はC4Bの方がC4Aより約2倍高かった。

3． C4b分解に対するMCPとCR1のコファクター活性の違い

  C4bはfactorIの存在下MCPまたはCR． 1によってまずC4biに切断され，続いてC4c

とC4dに分解不活化される。そこでmethylamine処理したC4（C4ma）に螢光試薬であ

る N－（ 7― dimethylamimo―4―methylcoumarinyl) maleimide (DACM)を標識した

DACMC4maお よび 125Iで 標識 した C4を 結合させたLAC1，4を それぞれ液相中および
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膜上のC4b基質として，MCPとCR1のコファクター活性を検討した。その結果，液相中お

よび膜上のC4bに対してMCPはpH6.0で最も強いコファクター活性を示した。一方，CR1

は液相中のC4bに対してpH6.Oおよび7．5で強いコファクタ一活性を示し，膜上のC4bに対

しては弱酸性で強いコファクタ一活性を示す傾向にあり，その活性はpH6.5で最大となった。

また，MCPおよびCR1はいずれも低イオン強度で強いコファクター活性を示した。さらに

NP―40を用いてりポソームを溶解し，膜上のC4bを可溶化するとMCPのコファクター活性

は増加したが，CR1のコファクター活性は変化しなかった。従って，C4bに対してCR1は

extrinsicに，MCPはintrin sicに働くことが示唆された。また，C4AおよびC4Bいずれに

対してもMCPおよびCR1はコファクター活性を示した。液相中でCR1はC4Bに対して

C4Aに対するよりわずかに強いコファクタ一活性を示したが，膜上ではほとんど差が認められ

ず，MCPのコファクタ一活性はC4A，C4Bいずれに対してもほとんど差が認められなかっ

た。

まとめ

  ヒト補体活性の測定に，感作TNP－cap―liposomeを開発し，これを用いてC4の活性化な

らびにその制御にっいて解析し，以下の結諭を得た。1) C4はりポソーム膜上でC4b

dimerを形成し，C2aをともなってC3非依存的にC5convertaseを形成する。従って，

C4b2a3b， C3bBb3bに 加 え て 新 た に C4b4b2aと い う C3を バ イ パ スす る C5

convertaseの存在が明らかとなった。2) C4のアイソタイプであるC4AおよびC4Bにそ

れぞれアミド結合およびエステル結合によってdimerを形成し，C2aをともなってC5con-

vertaseを形成する。3) C4bの制御にfactotIのコファクターであるMCPおよびCR1は

弱酸性，低イオン強度において強く働き，膜上のC4bに対してMCPはintrinsicに，CR1

はextrinsicに働くことが示唆された。
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学位論文審査の要旨

  約20種類の血清蛋白質からなる補体系は，標的異物表面で連鎖的なプロテアーゼの活性化反応

を開始し，標的異物を攻撃する生体防御系である。その活性化経路には古典的経路と第二経路と

呼ばれる2種類であって，標的異物が免疫複合体の場合は古典的経路が，一方抗体の結合してい

ない感染菌表面では第二経路の活性化が進行し，細菌膜障害などの様々な生体防御反応を現す。

  C4は古典的経路に働く補体成分で，ClsによりC4aとC4bの2フラグメントに切断さ

れる。C4bには短寿命の結合活性が現れ，様々な異物表面に結合する。この異物表面のC4b

が基地となって，C2というプロテアーゼ前駆体とともにC3転換酵素と呼ばれるプロテアーゼ

を形成する。C3転換酵素はC4bとC2aという2種類の補体フラグメントからなる分子集合

型プ口テアーゼで，活性部位はC2aに存在する。C3転換酵素は補体系の中心的な酵素で，

C3を切断して様々な生理活性フラグメントを遊離する他に，C3bと共にC5転換酵素と呼ばれ

る3分子集合体のプロテアーゼ（C4b，2a，3b)を形成して，C5を切断する働きもする。

  C3転換酵素は半減期約3分で自発的に解離失活する不安定な酵素であるが，補体系には

C4bに結合してC3転換酵素の形成を制御したり，C3転換酵素の解離を促進させる因子が備

わっていて，補体系の活性化が適当な段階で終焉するように調節している。さらに，自己の細胞

表面で補体系の活性化反応が進まないように，自己の細胞表面にはC4bからC3転換酵素への

形成過程を制御する数種類の膜蛋白質が存在している。

  このように，C4は補体系の活性化反応において中核的な働きをする因子である。従来，補体

系の活性化反応の研究に於いては，免疫複合体のモデル物質として抗体で感作した赤血球が用い

られてきた。これは，溶血率から補体活性を容易に判定できる利点があるためである。しかし，

抗体感作赤血球に結合しているC4bの分子状態を解析することは極めて困難であり，免疫複合

体に結合しているC4bの構造に関しては明らかでなかった。

  申請者は，抗原を表面に固定化した人工膜リポソームを開発し，これが補体活性化の測定系と

して，従来の抗体感作赤血球に代わりうる優れたものであることを明らかにすると共に，この人
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工膜を用いてC4bの結合状態を解析し，C4bーC4bダイマーが構成されることを初めて証

明した。さらに ，このC4b一C4bダイマーにC2aが結合すると，C5転換酵素としての働

きをすることも見いだした。また，自己膜の補体制御因子のーつであるMCPがC4bにたいし

てどのような機 構によりC4bを制御するかにっいても検討し，興味深い知見を得た。

1)補体研究のためのりポソーム膜の開発。

  広く補体活性化の測定には，抗体感作した赤血球が用いられている。これは，補体により溶血

した赤血球量が容易に測定できることによる。しかし，この抗体感作赤血球は長期保存が出来な

いという難点がある。また，抗体感作赤血球を用いて補体古典的経路を活性化させると，C4b

は様々な赤血球膜分子に結合するため，C4bの結合反応の解析には不向きである。そこで，申

請者は，長期保存が可能な新しい補体測定用の人工膜の開発を試み，ヒト補体の測定に最適なモ

デル膜として，コリン誘導体，コレステロール，ハプテン抗原のTNPを結合したりン脂質とか

らなる1重層リポソ―ム膜の調整に成功した。

2) C4bダイマ―の形成と機能。

  TNP固定化リポソーム免疫複合体を用いて，古典的経路の活性化に伴う補体成分の表面への

結合反応を解析した。その結果，リポソーム膜表面でC4bダイマーが形成されること，この

C4bダイマーの形成率に比例してりポソームの破壊率が上昇することを見いだした。一般に，

補体の活性化によルリポソーム等の膜が破壊されるときは，リポソーム表面でC5が切断され，

C6，7，8，9の後期補体成分が分子集合して，膜障害複合体(MAC)が形成されることを

意味している。申請者は，C3を先天的に欠損した患者の血清を補体源として用い，リポソ―ム

膜に対する作用を調べたところ，明らかにりポソーム膜が破壊されることを見いだした。C5は

C5転換酵素により切断される。C5転換酵素はC3転換酵素にC3bが結合した状態の酵素で

あるところから，その形成にはC3が必須と考えられていた。しかし，3C欠陥の場合でも，リ

ポソーム膜が補体により傷害されることは，C4bダイマーが形成されるとC2とともにC5転

換酵素を形成する新しぃ反応経路の存在する可能性を示唆している。申請者の知見は，C3を迂回

したC5転換酵素の形成経路の存在すること初めて証明したもので，意味深い研究成果と言える。

  また，C4には C4A，C4Bの2種類のア口夕イプが存在する。C4Aアロタイプは活性化

されると，標的異物のアミノ基に結合する特異性を示し，一方，C4Bアロタイプは水酸基に結

合することが知られている。申請者はそれぞれのア口夕イプのC4を用いてダイマー形成の機構

を解析し，C4Aア口夕イプの場合にはアミド結合，C4Bアロタイプの場合はエステル結合を

介してダイマーを形成していることも証明した。これは，2種類のC4アロタイプの結合特異性
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と符合する結果であった。

3）C4bに対する自己膜の制御因子，MCPとCR1の作用機構。

  自己の細胞には，自己の補体攻撃を回避するための膜蛋白質を数種類発現している。MCPと

DAFはそのーつで，C4bに結合してプロテアーゼ（I因子）によるC4bの分解を誘導する

働きをする。申請者はこの2種類の補体制御因子のC4bに対する作用の相違を比較検討した。

その結果，CR1は自己細胞膜以外の膜に結合したC4bにも作用するのに対して，MCPは自

己 細胞膜 に結合し たC4bにのみ制 御作用 を示す点 で異なる ことを 明らかにした。

  以上，申請者の主要な研究成果にっいて紹介した。特に，C4bダイマーを介した第3の活性

化経路の可能性を示唆した研究成果は補体学の分野において特筆すべき成果であり，博士（薬学）

の学位を受けるに値するものと判定した。
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