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論文内容の要旨

補体の活性化に伴ってできる C 5 転換酵素は，第 5 成分 C5 を限定分解し感染防御に重要な働きを

する C5a と C5b を生成するO 古典経路の C5 転換酵素は，第 4 ，第 2 ，第 3 成分由来の活性化ペプチ

ドである C4 b , C 2 a , C 3 b がこの順に集合した 3 分子集合体である o C 4 b は標的異物上に結合し，

集合体全体を担うとともに基質である C5 の結合にも働く。酵素活性中心を持つ C2a は C 4 b上に非

共有結合している。 C3b は， C3 に存在する分子内チオエステルを利用し， C4 b 上にエステル結合し，

C4b とともに基質 C5 の結合に働く。この 3 分子集合体酵素内で C3b は C4b 上の一定の部位に結合

し全体として決まった 4 次構造をしていると考えられる O 当教室のこれまでの研究で， C3 b は分子量1

8万の C4b 上で74アミノ酸残基の領域に結合している事が示されていた。本研究では，この知識に基ず

き C3b がエステル結合している C4b 上のアミノ酸残基の決定を行い，さらにこの結合様式がマウス

の補体系でも保存されている事を示した。

(方法および成績)

1) C 4 b 上の C3b エステル結合残基の決定。

C3b エステル結合部位を含む74アミノ酸残基中には，エステル結合する可能性がある，セリン，

スレオニン，チロシンが12残基含まれていたので site-directed m u tagenesis により変異 C4 を作っ

て結合残基を決定しようとした。完全長 C4 (B アイソタイプ) cDNA を Kunkel の方法を用いて変

異させた後， COS 細胞に発現させ， 1 ないし数残基の水酸基保有アミノ酸残基を水酸基を持たない残

基に変換した変異 C4 を得た。変異 C4 を用いてヒツジ赤血球上に C4 b -C 3 b エステル結合複合



体ができるかどうか調べた結果， Ser 1217 と Ser 1219をアラニンに変えると複合体が全く形成されな

い事からこの 2 残基が結合部位である事が分かった。 Ser 1217だけを変えると正常の30%程度の形成

しかなかったが Ser 1219だけを変えても正常と変わらなかった。即ち， Ser 1217が真の結合残基で，

この残基が利用できない時には低効率で Ser 1219に結合すると考えられた。

2) マウス補体系での解析

ヒト C4 以外にマウス C4 の一次構造が分かっているので， C 3 b 結合部位周辺の配列をくらべて

みると，ヒト Ser 1217はマウスの Ser 1213 と相同であったが，ヒト Ser 1219 はマウヌでは保存されて

いなかった。そこで、完全長マウス C4 cDNA を変異させ， Ser 1213をアラニンに変えたマウス C4 を

得た。まず正常マウス C4 を用いて実験を行い，マウス補体系においても C3b が C4b にエステル

結合する反応が起こる事を確認した。次に変異 C4 を用いて調べると， Ser 1213 を変えると C3b が

全くエステル結合しない事が分かった。即ち，マウス C4b においてもヒト C4b の Se r1217 と相同

のセリン残基が C3b エステル結合残基である事がわかった。

3) C 3 b とエステル結合を作らない変異 C4b の C5 転換酵素形成活性と，同変異 C4b と C3b 間の

非共有結合複合体形成。

エステル結合形成をしない変異 C4 を正常 C4 の C5 転換酵素形成活性と比較した所，同程度の活

性が認められた。また，化学架橋試薬である dithio bis (succinimidy 1 propiona te) を用い， C 5 転

換酵素を形成させたヒツジ赤血球上に同変異 C4b と C3b の複合体を証明した。

(総括)

補体古典経路の C5 転換酵素である C4b2a 3b 複合体において， C3 b は C4b の Ser 1217にエス

テル結合している事を明らかにした。 Ser 1217が変異している時には，低効率で Ser 1219 に結合した。

さらにマウス補体においても C3b がヒト C4b の Ser 1217 と相同な残基であるマウス C4b の Ser 1213 

にエステル結合する事を明らかにした。C3b が分子量18万の C4b 上の特定のセリン残基にエステル結

合する事は， C4b 2~ 3b 複合体が一定の 4 次構造をしているという仮説を支持している。この特異

的な結合は前段階として C4b と C3b の聞に非共有結合的な特異的な相互作用があり，それによって

C 3 b のチオエステルが C4b 上の特定のセリン残基の水酸基に選択的に反応、すると考えられる。

C3b と C4b の聞の特異的な相互作用の存在は，エステル結合を作らない変異 C4b と C 3 b の複合

体を化学架橋試薬を用いる事により証明できる事，この変異 C4b を用いても C5 転換酵素の活性が発

現する事からも裏づけられた。

論文審査の結果の要旨

補体の C5 転換酵素は感染防御に重要な C5a と C5b を第 5 成分から生成する。本研究は， C 4 b , 

2 a , C 3 b の 3 成分複合体である古典経路の C5 転換酵素の高次構造の解明を目的とした。

C4b 2a 3b 複合体内で C3b は C4b に共有結合(エステル結合)している。 C4b 上の C3b エ



ステル結合部位を分子生物学的手法により解析し，ヒト C4 では Ser 1217が結合部位であり，マウス C

4 ではこれと相同な Ser 1213であることを証明した。 C3b が分子量18万の C4b 上の特定のセリン残基

にエステル結合することから 3 分子複合体が一定の 4 次構造をしていることが強く示唆された。

本研究は補体系の特徴であるタンパク質集合体酵素の 4 次構造の一端を明らかにしたものであり学位
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