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学位論文内容の要旨

  補体系は抗体依存的な古典的経路及ぴ非依存的な第二経路により活性化し，脊椎動物の感

染防御において抗体と共に主要な役割を果している。一方，血漿中での無秩序な活性化や自

己膜上での活性化を制御し，補体系の活性化を異物表面上に限局する働きを担う補体制御蛋

白群が存在する。C3/C5コンベルターゼに働く補体制御因子には，アミノ酸約60残基から

成るShort Consensus Repeat (SCR)と呼ばれる共通した反復配列が見られ，遺伝子スーバーファ

ミリーを形成している。これらの制御因子のうち，MCP (membrane cofactor protein; CD46)

とDAF (decay-accelerating factor; CD55)は補体系に接するほとんどすべての細胞において発

現が認められ，自己細胞を自己補体系から守る働きをしている。

  また，最近MCPが麻疹ウイルスのレセプターであることが明らかになった。筆者はMCP

(CD46)の補体制御因子と麻疹ウイルスレセブターとしての機能部位の解析を進めてきた。

以下にこれまでの研究成果について記す。

  1.補体制御効果におけるDAFとの比駛．

  MCPとDAFはともに4個のSCRドメインを持つ制御蛋白であるが，その制御機構は異

なりMCPがI因子のcofactorとして働き，C3bとC4bを不活性化するのに対し，DAFはコ

ンペルターゼの分子集合体に作用し，その解離を促進する。また，両者の細胞膜への結合様

式も異なり，MCPの膜貫通型に対しDAFはglycosyl-phosphatidylinositolくGPI)を介して細

胞膜に結合している。これまで，MCPとDAFに関して個々の機能及び作用援序については

報告されているが，それぞれの補体制御における役割分担及ぴ補体制御活性の比較は明らか

で な い 。 そ こ で MCPと DAFの 細 胞 上 で の 補 体 制 御 効 果 を 比 較 し た 。

  ヒト MCP， DAF及ぴDAFの N末端 にMCPをつないだMCP-DAFハイプリッド分子（

MCP-DAF)をハムスター由来のCHO細胞にstableに発現させた。また，MCPとDAFを

両方発現させたCHO細胞も作製した(MCP十DAF)。これら4種のトランスフェクタントを

抗CHO抗体で感作したのち，ヒト血清を補体源として加え，古典的経路及び第二経路を介

したヒト補体系による細胞傷害に対する抵抗性を比較した。その結果，MCPとDAFiよ共に

古典的経路よりも第二経路を効率よく制御すること，古典的経路に対する制御効果は，MCP

十DAF＞DAF冫MCP-DAF冫MCPであり，第二経路に対する制御効果は，MCP-DAF＞MCP

十DAF＞DAF＞MCPであることが明らかになった。
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2. MCPの3種のフェノクイプにおける擬艚の比較

  MCPの細胞外領域は，4個のSCRドメインと糖鎖の結合したセリン・スレオニン(ST)に

富む領域からなる。ST領域は，ほぽサイズの等しい3つのエクソン（STA．STB及びSTC）

によルコードされ，スブライシングの違いにより3種のフェノタイプ（STABC, STBC及び

STC）が種々の比率で発現している。筆者は，3種のフェ丿タイプをCHO細胞に発現させ，

フェノタイプ間におけるMCPの補体制御活性及ぴ麻疹ウイルス感受性について検討した。

  MCPの3種のフェノタイプ及びST領域を欠損させた変異体（△ST)をCHO細胞に発現

させた。これら4種のトランスフウクタントにっき，補体制御効果を比較した。その結果，

古典的経路に対する制御効果は，STC冫△ST＞STBC＝STABCの順で高かった。一方，

第二経路に対する制御効果は，STABC＞＞STBC＞STCの順で高く，△STには制御活性

は見られなかった。

  また，麻疹ウイルスの感受性はST領域の長さに反比例し，ST領域の最も短いフェノタ

イプ（STClとST領域欠損変異体の感受性は，ST領域の長い他の2種のフェノタイプ（

STABC．STBC）に比ベ約100倍強かった。ここで見られた感受性の違いはST領域に付加

した糖鎖がウイ渺スの細胞への取り込みを阻害することによるものと考えられた。

  3. MCPの補体制御および麻疹ウイ丿レヌ結合ドメインの解析

  MCPの細胞表面上における補体制御活性ドメインと麻疹ウイルス結合ドメインを決定す

る目的で，各SCRを1つずつ欠損させた変異体をCHO細胞に発現させ，各変異体のトラン

スフウクタントについて，補体制御活性及ぴ麻疹ウイルスの感受性を比較した。

  各SCRを1っずつ欠損させた変異体△SCRl-4をCHO細胞に発現させた。補体制御活性

は，細胞膜より可溶化した各分子のC3bとC4bに対するcofactor活性と，補体系による細

胞傷害の制御活性について解析した。どちらの場合も，△SCR1でのみ制御活性が見られ，

△SCR2，△SCR3及ぴ△SCR4では制御活性は見られなかった。以上の結果より，MCP

の補体制御活性(cofactor活性）にはSCR2，3及び4が重要であると思われた。一方，麻

疹ウイルスの感染は，△SCR3及び△SCR4を発現したCHO細胞で見られ，△SCRl及び

△SCR2を発現したCHO細胞では見られなかった。以上の結果より，MCPの麻疹ウイル

ス結合ドメイン・はSCR1とSCR2であると思われた。さらに，10種類の抗MCPモノク

ローナル抗体のエピトープとcofactor活性及び麻疹ウイルス結合の阻害効果について検討し，

SCR2を認識するM75とM177がcofactor活性と麻疹ウイルス結合の両方を完全に阻害す

ることを明らかにした。

  4. MCPの屡貫通餌域と細胞w餌域の廊疹ウイ)レスレセブクー擾館にお´ナる役割

  次に，MCPの膜貫通領域と細胞内領域の麻疹ウイルスレセプター機能における役割につ

いて解析した。

  MCPの細胞膜貫通領域(TM)をDAFのGPI・anchorに置換した変異体(MCP．PI)，及び細

胞内領域を欠損させた変異体（△CYT)をCHO細胞に発現させた。このトランスフェクタン

トにっき麻疹ウイ渺ス感受性を検討した。

  その結果，△CYTを発現させたCHO細胞は麻疹ウイルスに感受性であった。一方，

MCP-PIを発現させたCHO細胞は麻疹ウイルスと結合したが，感染は見られなかった。以

上の結果より，麻疹ウイルスの感染（細胞内への取り込み）にはレセプターとの結合だけで

は不十分でMCPを介した情報伝達が必要であること，アまたこの情報伝達にはMCPの細胞

内領域は必要でiよなく，MCPの細胞膜貫通領域近傍に結合し情報を伝達する別の機能蛋白

質が関与する可能性が示唆された。
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  補体系は生体防御に働く約20種類の血清蛋白質と数種類の膜蛋白質と

からなる血液酵素系である，その主要な防御活性としては，侵入細菌の膜

表面で連鎖的な酵素の活性化を進め，i；膜障害分子を構築する，11；標的

膜表面にC3bというフラグメントを多数結合させ，食細胞による貪食処理

を促す，ことが挙げられる，

  このように，補体系は細胞に障害を与える酵素系であるため，自己の細

胞も攻撃する危険性を秘めている．しかし，自己の細胞膜での補体活性化

は数種類の膜蛋白質によって制御されている．MCPと呼ばれる蛋白質も

そのーつで，C3転換酵素と呼ばれる分子集合型プ口テアーゼの形成反応

を阻害することが知られている．

    ー方，麻疹ウイルスはヒトとサルにしか感染しない．これは，麻疹ウイ

ルスレセプクーがこの2種にしか発現していないためである，最近，この

麻疹ウイルスレセプク―の探索研究が進められ，MCPが麻疹ウイルスレセ

プク―であることが明らかにされた．

  従って，MCPには補体制御活性と麻疹ウイルスレセプクーのニつの活性

部位が存在する可能性を示唆する， MCPは分子量5―7万の糖蛋白質で，その

細胞外領域は，SCRと総称されるアミノ酸60残基からなるドメインが4個

とセリンートレオニンに富む領域(ST一領域）とから構成されている，ST-



領域の遺伝子には3種類（A，B，C型）があり，蛋白レベルではABC，BC，C型の3

種類が発現している，

  申請者は，遺伝子工学的な手法により種々のSCRを欠損したMCP変異体

やSTアイソフォ―厶をハムス夕一細胞(CHO細胞）に発現させ，補体制御活

性と麻疹ウイルスレセプク一活性を解析した，その結果，補体制御活性と

麻疹ウイルス感染に関わるSCR部位が異なることや，ST一領域が両活性を

調節することを明らかにした，

A）補体制御因子としての機能部位

  1）補体制御に働くSCRドメインの解析

  4個のSCRのうち，N―末端側のSCR1を削除しても補体制御活性には変化

が見られなかったが，SCR2，3，4のどれーっを欠いても補体制御活性が消

失した．これは，補体制御活性部位は，これら3種類のSCRから構成されて

いることを示唆する．

  SCRに対する単クロ―ン抗体を用いた解析では，SCR2に結合する単クロ

ーン抗体が最も強くMCPの補体活性を阻害した．これは，SCR2が補体制御

活 性 部 位 の 中 心 的 な 位 置 を 占 め て い る 可 能 性を 示 唆 す る ．

  2）NfCPの補体制御活性に及ぼすST―領域の効果

  MCPの補体制御効果はST―領域の長さの影響をうけ，STー領域が最も長い

ST―ABC型のMCPが最も強く第二経路の活性化を阻害する活性を示した．

  ST―ABC型のMCPはガン細胞に発現している場合が多い．これは，ガン細

胞が第二経路を介した補体攻撃を回避する機構とも関連して興味深い知

見である，

  補体系には，免疫複合体によって活性化が始動する古典的経路と呼ば

れる経路もある． MCPは古典的経路も制御するが，ST一領域が長くなるにつ

れてその制御効果が弱まった，

  B）麻疹ウイルスレセプクーとしての機能部位

  1）麻疹ウイルス感染とSCR

  SCR1あるいはSCR2を欠損したMCPを発現したCHO細胞には麻疹ウイル

スは感染できなかった，一方，SCR3あるいはSCR4を欠損させても麻疹ウ

イルス感染には影響を与えなかった．これらの知見は，SCR1，2の2ドメイ
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ンが麻疹ウイルスの感染に必須な領域であることを示唆している．

  2）麻疹ウイルス感染とSTー領域

  ST一領域は麻疹ウイルス感染には必須ではなく，ST←領域を欠落させた

MCPを発現したCHO細胞にも麻疹ウイルス感染が観察された，逆に，STー領

域の最も長いST－ABC型lVICPを発現したCHO細胞では，麻疹ウイルスの感染

効率が最も．低かった．

  以上，申請者はMCPの機能部位について，遺伝子工学，ウイルス学，免疫

学の手法を駆使して広範囲な研究を行うことにより，MCPの補体制御活性

や 麻 疹 ウ イ ル ス レ セ プ ク ー の 機 能 部 位 を 明 ら か に し た ．

  これらの知見は，基礎研究の立場から価値あるだけでなく，医薬品の開

発の手掛かりを与える点でも大いに意義あるものである．以上，本研究の

業 績 は 博 士 （ 薬 学 ） の 学 位 に 相 応 し い 業 績 と 評 価 で き る．


