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論文内容の要旨

補体第一成分の亜成分である C1 sは，免疫複合体などによる補体系の活性化に必須の酵素で，基質であ

る C4 と C2 を限定分解する乙とにより t 2 分子複合体のC3 コンベノレターゼ (C4b2a) を形成する。 C1s

はセリンプロテアーゼの一種で， 5 個のドメインからなるH鎖と活性セリン残基がふくまれる L鎖が s......s

結合で架橋された二本鎖ポリペプチド構造である。

C1 sの機能ドメインを明らかにする目的で，異なるエピトープを認識する種々のモノクローナル抗体

(MAb) を作製し C1 sの機能解析を行うとともに，基質結合部位の同定，更には免疫複合体と C1 の相

互作用の検討を行った。

(1) íモノクローナル抗体による C1 sの機能解析J

C1 s の酵素活性を阻害しうるMAb として，最終的にM36 5 ( 1 gGl> IC) , M 8 1 (1 gG 1 ， κ) 及び

M2 4 1 (1 gG2 b , IC ) の 3 クローンが得られた。 M81 はH鎖上のエピトープを認識し，活性型C1s

(C1 s) にもプロ酵素型C1s にも結合し， C1 s の C4 分解活性を完全に抑制した。しかし， C2 分解活

性は 5 0 労しか抑制せず，低分子の合成基質の水解活性は全く阻止しなかった。故に， M81 は C4結合

部位もしくはその近傍に結合する乙とによって， C1 s の C4 分解を抑制する抗体であると思われた。こ

の乙とより， C4 結合部位がH鎖上iζ存在する乙とが示された。

一方M365 は， H鎖上のエピトープを認識し， C4 分解活性を 5 0 猪抑制したが， C2 分解活性には

全く影響を与えなかった白乙の 2 種の抗体の活性阻止パターンの違いから， C4 結合部位と C2 結合部

位が異なることが示唆された。 M241 はCls にのみ結合し， Cls の全ての酵素活性を Fab フラグメン

トにおいても完全に抑制したので C1 s の触媒部位もしくはその近傍に結合する抗体と考えられた。
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(ll) C 1 s の C4 結合ドメインの同定

C1 s をプラスミンで限定分解し， C4 結合部位を認識するM81 と反応させることにより α 結合ドメ

インを同定することを試みた。 C1s のプラスミン分解フラグメントとして， P1(58kd);P2 (48kd) 

P3 (37kd) , P4 (27kd) が得られた。 1 江町lUn0 -b 1 0 t t i ng より M81 はいずれのフラグメントに

も結合する乙とが明らかとなった。

C1sのL鎖上の異なるエピトープを認識するMAb 2 種を用いての 1 mmuno......bl 0 t t i ng 及び二次

元SDS-PAGE より， P 1 は 26kd のH鎖由来フラグメント (26k-HF) と L鎖の一部からなりた

っていることが示され， M81 は 26k-HF に結合した。 M81 と反応する最小のフラグメントである

26k-HF を精製しN末アミノ酸分析を行った結果， 26k-HF は cTs のH鎖のドメイン IV と V より

構成されているととが明らかになった。故に， C4 結合部位はドメイン 1V IVrc.存在することが示さ

れた。

C1 s のドメイン 1V IV はp shor t consensus repea t (SCR) と呼ばれる約 6 0 個のアミノ酸

残基からなる構造で，補体のC3b やC4b 結合性蛋白質に特徴的iと見出される繰り返し構造であるo

C1s の SCRs のリガンドを明確lとするため， 125I 標識C4/C4b を用いた substrate-blotting

を行った。 C1 sあるいはプラスミン分解フラグメント (P1-P4 )をニトロセルロース膜に固定し，

1251-C4 と反応させると， C4は C4blC分解され9 分解された 125 1-C4 b は Clsと P1 にのみ結合

した。しかしながら，セリンプロテアーゼ阻害剤共存下で C4 から C4b への変換が生じないようにした

場合， 1251-C4 は C1sと P1 により強く結合し. 2 0 倍量の未標識C4b を加えても，その結合量は

あまり低下しなかった。以上の結果より， C1 sの SCRs の主なリガンドは C4b よりもむしろ C4 である

乙とが明らかになった。また cls の C4分解活性の発現には， ドメイン IV ， V と L鎖のみで充分であ

ることが示された。

(圃)免疫複合体と C1 の相互作用

C1 slと対するモノクロ一ナノレ抗体の一つであるM365 を免疫複合体(抗体感羊赤血球 (EA) )に結

合したC1 と反応させると， C1は EAから遊離する乙とが判明した。しかも，免疫複合体を構成する抗

体が 19Mの場合にC1遊離が生じ， 19Gの場合にはM365 は IgG-C1 相互作用に影響を与えなかっ

た。更に. M365 は C1 の EAIgMへの結合を完全に阻害したが， EAIgG への結合は全く間害しなか

った。乙のように，免疫複合体を構成する抗体のクラスによって， C1 s'と対するMAb の効果が異なる

ということは，細胞上での 19M一C1 結合と IgG-C1 結合の様式が異なっていることを示唆するもので

ある。

また， M365 とは異なるエピトープを認識するMAb では， C1 遊離は生じないので. M365 のエピ

トープがC1-1gM 相互作用 lζ重要であると思われた。 M365 のエピトーフ。は Cls のH鎖のドメイン

IV/V に存在するが，詳しい位置は不明である。

以上，モノクローナル抗体を用いて， C1s の基質結合部位の同定ならびに各ドメインの機能につい

て，いくつかの新しい知見を得ることができた。
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論文の審査結果の要旨

補体第一成分C1 は， C1g , C1r , C1s よりなり，その亜成分C1 の活性型C1s は C1 複合体の活性中

心で、あり，基質C2 およびC4 を限定分解する重要な糖蛋白質である。本研究は， C1s を認識する種々の

モノクローナル抗体を用いて， Cls の基質結合部位の同定および免疫複合体と C1 の相互作用の擬すを行

い， C1s の構造活性相関について多くの新しい知見を得た。

以上の結果は，薬学博士論文として充分価値あるものと認める。
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