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略 語

AP:Alternativepathway

BSA:bovineserumalbumin

BPB:bromophenolblue

C:complement

(ン響bp:C4b-bindingProtein

CD:clusterofdifferentiation

cDNA:complementaryDNA

CHO:Chinesehamsterovary

CP:Classicalpathway

cpm:countsperminute

CR:complementreceptor

Cremp:co血plementregulatorymembraneprotein

Crry:complementreceptor1-relatedproteiny

DAF:decay-acceleratingfactor

EDTA:ethylenediaminetetraaceticacid

EGFP:enhancedgreenfluorecentprotein

EGTA:ethyleneglycol-bis(2-aminoethylester)N,N,N;N'-tetraaceticacid

ES:embryonicstem

F(ab')2:F(ab')ZfragmentofIgG

FAGS:fluorescence-activatedcellsorter

FCA:Freund'scompleteadjuvant

FCS:fetalcalfserum

FITC:fluoresceinisotlriocyanate

GAPDH:glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase

GPI:glycosylphosphatidylinositol

GVBZ+:gelatinveronalbuffer

hCG:humanchorionicgonadotropin

hMCP:humanMCP

IAA:iodoacetamide

Ig:immunoglob曲

laSCRp:lampreySCRprotein

MAC:membraneattackcomplex

MASP:mannosebindinglectin(MBL)-associatedserineprotease

MCP:membranecofactorprotein

mDAF:mouseDAF

MHC:majorhistocompatibilitycomplex

mMCP:mouseMCP

MOPS:4-morpholinepropanesulfonicacid

mRNA:messengerRNA

I



 ORF : open reading frame 
PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS  : phosphate-buffered saline 

PCR  : polymerase chain reaction 

PMS : pregnant mare serum gonadotropin 

PMSF : phenylmethylsulfonyl fluoride 
PVDF : polyvinylidene difluoride 

RCA : regulators of complement activation 

rpm : rounds per minute 
RT-PCR : reverse transcriptase PCR 

SBP1  : sand bass cofactor protein 1 

SCR : short consensus repeat 

SD : standard deviation 

SDS  : sodium dodecyl sulfate 

SSC : standard saline citrate 
Tris : tris (hydroxymethyl) aminomethane 

Tween 20 :  polyoxyethylene sorbitan monolaurate 

UT  : untranslated region 

VB : veronal buffer 

                         II



〈序論 〉

補体系は、生体内に進入 した異物を排除するために重要な役割をもつタンパク質

群である。ほ乳類を含む高等動物の免疫系には、基本免疫系と獲得免疫系の両者が

存在 し、補体系は、両者にまたがって機能する。補体の活性化は、異物のペプチ ド

により産生された免疫グロブ リン σg、抗体)に より活性化する古典的経路 と抗体非

依存的な機構 によ り活性化する第二経路、さらに微生物表面の糖鎖 を認識 し、活性

化するレクチン経路が存在する(図1)。

図1補 体系の活性化機構

補体 は、細胞 障害 エ フェクター と して機 能 する液性 因子で あ り、補体成分 がC1～

C9に 加 えて、 い くつ かの プ ロテアーゼ か ら成 るタ ンパ ク質群 である。補体 の活性化

経路 は どれ も強力で一度 活性 化 す ると連鎖 的 にその活性化 が進行 し、異物 のみ な ら

ず、 自己細胞 を攻撃 しうる危 険性 もある 。 しか し、補 体系の活性 化の中心 にあるC3

やC3コ ンベル ターゼは 、自発的 に崩壊 する短命な分子 であるの に加 え、補体 を制御

す る分子 が数 種類存 在す る ことで 、 自己細胞上の補体活性化 を制御 して いる。 この

とき、補体 の制御 は 、過剰 な活性 化 を液相で制御す る可溶型補体制御分子 、膜結 合

性 エフェクタ ー成分(C3、C9)の 活性化 を制御する、膜 結合型補体制御分子 の2種

類 の補体制御 タ ンパ ク質群で行 って いる。
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ヒ トの 場 合 、 こ れ ら制 御 分 子 群 に は 、 血 液

中 で 機 能 す るCob-bindingprotein(C4bp)、

FactorHと 細 胞 膜 上 で 機 能 す るComplement

receptortype1ま た はC3breceptortype1

(CRI;CD35),decayacceleratingfactor(DAF;

CD55)、membranecofactorprotein(MCP;CD46)

が 存 在 す る 。 以 上 の 分 子 は 、 約60ア ミ ノ酸

か ら成 る ・shortconsensusrepeat(SCR)ド メ 図2

イ ン と 呼 ば れ る 機 能 ドメ イ ン を 持 っ て い る

(図2)。

shortconsensusrepeat(SCR)

さ らにそ れ 以 外 の補 体 制 御 タ ンパ ク質 は 、C1の 活 性 化 を 防 ぐClinhibitor(CIINH)と

補 体 の 最 終 エ フ ェ ク タ ー、MAC(membraneattackcomplex)を 制 御 す るCD59が 存 在

す る 。 これ らのcDNAは 、 す べ て ク ロ ーニ ン グ され 、 一 次構 造 が 明 らか に な っ て い

る。 さ らに 、先 に述 べ たSCR型 の補 体 制御 分 子 は 、 ヒ トで は 、第 一 染 色 体 の長 腕 、

バ ン ド1q32に 位 置 し、Regulatorsofcomplementactivation(RCA)と 呼 ばれ る遺 伝 子 集

落 を形 成 す る(ref1-2)。

これ ら、SCRタ ンパ ク質 は 、一般 に2通 りの制 御 方 式 で 補 体 を制 御 す る 。つ ま り、

1)cofactor活 性(C3コ ンベ ル タ ー ゼの 構 成 成 分 で あ るC3bやC4bに 作 用 し、 プ ロテ

ア ー ゼFactorIの コ フ ァ ク タ ー と して そ れ ぞ れ を 切 断 し不 活 性 化 す る)2)decay-

accelerarion活 性(C3コ ンベ ル タ ーゼ(C4b2a,C3bBb)に 直 接 反 応 し、 そ の解 離 を促

進 す る)の 両 方 あ る いは どち らか の活 性 を 有 し、補 体 の 活 性 化 を制御 す る(図3)。 ヒ

トのSCRタ ンパ ク質 の補 体 制 御 能 の種 類 と機 能 部 位 を表 に示 す(表1)。

Co血ctoractiv並y

籃

魏籔艶

z

㊧蕊

き

臨 趣

翻
D.

Decayaccelerating

activity

図3Cofactoractivityとdecayaccelera血gactivity

反 応 は 、1→2→3の 順 に進 行 す る 。
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表1SCRタ ンパ ク質の性質

Pm巴dnSCR Iagand

D㏄ay

CofactoraccelerationBindingdomain

virus,bade血

b洫d血9

B皿 記 ・

phase

C4bp8(aX7-8)Cab,Cob

3(β × 〇-1)

FactorH20Cab

Membrane-

anchored

CR130(3b,(ン 客b

MCP4

DAF4

Cロy5

(rodent)

十

十

十

C3b,Cob÷

(.:,,C4b2a--

C3b,Cob十

十SCR1-3(Cob)

十SCR1-4((3b)

Streptococcus

pyogenes

Streptococcus

pyogenes

一i-SCR8 -9
,15-16(C3b)

1-2,8-9,15-16(C4b)

-SCRZ-4((3b
,C4b)MV,HHV6

-E-SCR2-4(C3bBb
,C4b2a)EV

十?

EBV,Epstein-Bazrvirus;MV,measlesvirus;HHV,humanherpesvirus6;EV,echovirus

(進化的に古い動物の補体系)

現在 までに存在が知 られている下等生物 の補体 系 とその制御 分子 を示す(図4)(ref

3)。補体のメイ ンファクターC3は 、基本免疫 と獲得 免疫 をもつ軟骨魚類 以上の動物

種 か らウニやホヤの よ うな獲得免疫 がな い動物種 まで、広 く保存 されて いる(ref45)。

さらに最近 、カやハエな どの昆虫類 にお いて も、C3の ホモ ログと思われ るタンパ ク

質 が単離 され た(ref6-7)。 この ように抗体 を産生で きな い動物 種 でも 、先 に示 した

第二経路や レクチ ン経 路依存 的な補 体系 が存在 し、異物排除 系 と して機 能 して いる

ことが考 え られ る。特 に 、ホヤ に お いて は 、 レクチ ン経路 の タ ンパ ク質 、MASP

(mannosebindinglectin(MBL)-associatedserineprotease)が 存在す る ことか ら(ref8)、

補体 系のプ ロ トタイプは異物の糖鎖 を認識 し、活性化 す る レクチ ン経 路 であ る こと

が考 え られ る。

一方 、補体 制御 タ ンパ ク質 においては、 ほ乳類以外 の動物種 で 、十分 な解 析 が成

されて いな いのが現状 で ある。補体 の活性 化 か ら自己細胞 を保 護 する、細胞膜結合

型の補 体制御分子 は、マ ウスな どの齧歯類 では、Crry(Complementreceptor1-related

proteiny)と 呼ばれ るDAFやMCP様 の機能 分子が存在 する(ref9)。 この ように、同

じほ乳類の ヒ トとマ ウスであ って も異なる分子で補体 の制御 を行 って いる。しか し、

ほ乳類 よ りも下等 な動物 種にお いて は、 ヒ ト型 のホ モ ログや種特 異的な機能分子 を

含 めて未だ単離 され て いな い。 そ こで、本研 究で は、ニ ワ トリの膜 結合型補体 制御

タ ンパ ク質(Cremp;Complementregulatorymembraneprotein)を 単離 し、解析 したの

で以下 に述べ る(第 一 章)。 また 、ほ乳類 よ り下等生物 の液相 の補体制御 分子は 、硬
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骨魚類のサ ン ドバスにおいて 、SBP1と いう分子 が単離 され て いる(ref10-12)。 この

分子 は、 ヒ トのC4bpとFactorHに 類似 した一次構造 と機 能 をもつ分子であ る。本研

究で さ らに進化 的 に古 い動 物 で あ るヤ ツ メ ウナ ギ にお いて補体 制御 分 子(1aSCRp;

lampreySCRprotein)を 単離 し、その機 能 を解析 したので以下 に述べ る(第 二章)。 本

研 究では、 これ らの分子 の構造 と機能 を既知 のSCRタ ンパ ク質 と比較 する ことで 、

SCRタ ンパ ク質の補体制御 に おける重要 な ドメイ ン構造 を見 い出 す こと、お よび下

等生物の免疫系の解 明を 目的 と した。

繕

図4補 体系の補体因子C3と 補体制御分子の系統樹
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(受精 と補体制御分子)

精巣 、 または精巣上体 には、DAF、MCP、C4bp、sp56(補 体 を制御 するのかは不明

であるが、C4bpに 高 い相 同性 をもつSCRタ ンパク質)、CD59な どの多 くの補体制御

タ ンパク質 が特殊化 した形 で存 在 し(ref13-18)、 子 宮、卵管 の補 体の攻撃 か ら精 子

を守るため に機能 する と推測 され る。 しか し、精子 に発現するMCPの 機能 は、補体

制御以外 に卵細胞 への精 子 の結 合 ある いは融 合 と考 えられ る。その理 由は、1)ヒ ト

のMCPは 、精子 に多量 に発現 し、精子 の先体 内膜 に局在 する。2)ヒ トのMCPの 抗

体(MH61)が ハムスター卵 、 ヒ ト卵へ の精子 結合 ある いは融合 を部分 阻害 する(ref

19)。3)最 近単離 されたMCPの マ ウスホモ ログは、精 巣に特異的発現 し、 ヒ ト精巣

型のmRNAサ イズの1.5kbが 多量 に発現 する(ref16)。 また、齧歯類 は、Crryが ほ

ぼ全身 に発現 し、補体制御 の メイ ン分子 と考 え られ るため(ref9,20)、 マ ウスのMCP

の機能 は、補体 の制御 以 外 に存 在 する可能性 があ る ことが挙げ られ る。 しか し、精

子 においてMCPが 卵細胞 との結合 、融合 に関与 する分子である直接的 な証拠はな く、

その機能は不 明である。そ こで本研 究で は、よ り生理的 なMCPの 発現意義 を調べ る

ため に、ジーンターゲテ ィング法 を用 いてその解析 を行 ったので以下 に報 告す尋(第

三章)。
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〈第一章〉ニワ トリの新規細胞膜結合型補体制御タンパク質の単離と機能解析

現在までにほ乳類 における補体制御 タンパク質群の解析 は、詳細 に解析 されてい

る。 しか し、ほ乳類以外の脊椎動物では、補体系を含め免疫系の仕組み全般 におい

て、それ らを構成する分子の単離や解析など、ほとんど解明に至 らな いのが現状で

ある。

ニ ワ トリは、ほ乳類 と同様 に自然免疫、獲得免疫 を備 えている動物である。 しか

し、ニワ トリは、抗体産生のための特殊化 した臓器 、ファブ リキ ウス嚢をもつ こと

をは じめ、ほ乳類 とは多少異なった機構で異物の排除を行うと考えられる。

そこで、ニ ワ トリの補体制御分子の単離 と機能解析を行 い、鳥類の補体制御 系に

ついて検討 した。
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1-1実 験材 料 お よび試 薬

1-1-1抗 体

マ ウス抗 ヒ トCD46モ ノ ク ロー ナ ル抗 体(M177)は 、大 阪府 立成 人 病 セ ンタ ーの 松

本 美佐 子 博 士 に よ り供 与 され た 。 ウサ ギ 抗 ニ ワ トリCrempポ リク ローナ ル抗 体(1-2-

3参 照)、 ウサ ギ抗Chinesehamsterovary(CHO)細 胞 株 ポ リク ローナ ル抗 体 は 、筆 者

が免 疫 、精 製 した もの を用 いた 。 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ標 識 ヤ ギ抗 ウサ ギIgG抗 体 は 、

BiosourceInternational社 よ り、FITC標 識 ヤ ギF(ab')2抗 ウサ ギIgG、HTC標 識 ヤ ギ

F(ab')2抗 マ ウスIgGは 、AmericanQualexlnternational社 よ りそ れ ぞ れ購 入 した 。

1-1-2細 胞

ニ ワ トリB細 胞 株DT40細 胞 は 、京 都 大 学 の 武 田俊 一博 士 に よ り供 与 され 、10%fetal

calfserum(FCS)、1%chickenserum、50ｵM2-mercaptoethanol、100units/mlpenicillin、

100ｵg/mlstreptomycinを 含 むRPMI-1640培 地(LifeTechnologies社)を 用 いて継 代 培

養 した 。CHO細 胞 株 は 、AmericanTypeCulture(:ollection(ArCC)か ら購 入 し、10%FCS、

60ｵg/mlkanamycinを 含 むHamF12培 地(日 水製 薬 社)を 用 いて継 代培 養 した。 ウサ

ギ 腎細 胞 株RK13細 胞 は 、RIKENCellBankか ら購 入 し、10%FCS、2mML-glutamine、

60晒g!㎞lkanamycinを 含 むMEM培 地(日 水 製 薬社)を 用 いて 継 代 培養 した 。す べ て

の 細胞 は 、37℃ 、5%CO2存 在 下 で 維 持 した 。

1-1-3組 織 、血 清

RNAblot、proteinblot解 析 に用 い た ニ ワ トリの各 組織 は 、ニ ワ トリの解 剖 図 に従 い速

や か に それ ぞ れ の組 織 を分 離 した 。 分 離 した各 組織 は 、使 用 す る まで一80℃ で保 存 し

た 。 ニ ワ トリ、 ヒ ト、 ウサ ギ の 血 清 は 、 それ ぞれ の動 物 か ら採 血後 、4℃ で 一晩 放 置

し、3,000rpm、5分 間 の 遠 心 分 離 に よ り血 餅 と血 清 に分 け た 。血 清 は分 注 し、使 用

す る まで一80℃ で 保 存 した 。

1-1-4遠 心分 離 器

151n1、50mlの チ ュー ブ 容量 の試 料 は 、3,000rpm以 下 の低 速 遠 心 分 離 で は 、 日立社

の05PR-22遠 心 分 離 器 と付 属 の ロ ータ ー を用 いた 。3,000rpmよ り高 速 遠 心 分離 で は 、

日立 社 のCR22G遠 心分 離 器 とR10A2ロ ー タ ーを用 いた 。0.5m1、1.5m1の チ ュ ー ブ

容 量 の 試 料 は 、 トミ ー精 工 社 のMX-160遠 心 分 離 器 と付 属 の ロー タ ー を用 いた。
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1-1-5一 般 的 な試 薬

一般 的 に用 い られ る試 薬 は
、 すべ て特 級 試薬 を用 いた 。

1-1-6溶 液 お よび緩 衝 液 の組 成

本 章 で使 用 した主 な 緩衝 液 等 の組 成 を項 目 ごとに ま とめ て 示 した 。

1)RNAblot解 析 関連

20×MOPS泳 動 バ ッフ ァー:0.4MMOPS(pH7.0),100mM酢 酸 ナ トリウム,

20mMEDTA

5×RNAサ ンプル バ ッフ ァ ー:2mMEDTA,1.3%ホ ルム ア ルデ ヒ ド,

16%ホ ル ムア ミ ド,10%グ リセ ロー ル,

2×MOPSバ ッフ ァー,BPB(適 量)

ゲル 変 性 液:50mMNaOH

ゲ ル 中和 液:200mM酢 酸 ナ トリ ウム(pH4.0)

プ ロ ッテ ィン グバ ッフ ァー(20×SSG:3MNaCl,0.3Msodiumcitrate

メ ンブ ラ ン洗浄 液(1):2×SSC,0.05%SDS

メ ンブ ラ ン洗浄 液(2):0.1×SSC,0.1%SDS

2)SDS-PAGE、proteinblot解 析 関連

CBB染 色 液:0.2%(w/v)CoomassieBrilliantBlue(CBB),

45%メ タ ノ ール,9%酢 酸

脱 色 液:5%メ タ ノール,7.5%酢 酸

2XSDSサ ンプ ル バ ッフ ァー:0.1MTris-HCI(pH6.8),4%SDS,20%グ リセ ロー ル,

BPB(適 量),12%β 一メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル(還 元 下)

泳 動 バ ッ フ ァ ー:25mMTris,190mMグ リシ ン,0.1%SDS

,転 写 バ ツ プ アー(勾:0.3MTris,20%メ タ ノール(pH10.4)

転 写 バ ツプ アー(B):25mMTris,20%メ タ ノ ール(pH10.4)

転 写 バ ッフ ァー(C):25mMTris,40mMグ リシ ン,

20%メ タ ノール(pH9.4)

メ ンブ ラ ン洗 浄 液:0.1%(v!v)Tween20,05MNaCl,

20mMTris-HCI(pH7.4)

ブ ロ ッキ ング バ ッフ ァー:10%ス キ ム ミル ク,メ ン ブ ラ ン洗 浄 液

3)Flowcytometry(FACS)関 連

PBS:137mMNaCI,8.1mMNaZHPO4,2.68mMKCI,

1.47mMKH2PO4

FACSバ ッフ ァ ー:0.1%・1.1%NaN3,PI3S
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4)免 疫 染 色 関 連

細 胞 固 定 液:3%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド,

0.1%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド,PBS

ブ ロ ッキ ン グ バ ッ フ ァ ー(1):1%BSA,PBS

ブ ロ ッキ ン グ バ ッ フ ァ ー(2):10%(wlv)BlockA㏄,PBS

封 入 液:2.3%1.4-diazabiceyclo-2-octame(DASCO),

50%グ リセ ロ ー ル,PBS

5)細 胞 障 害 活 性 関 連

べ ロ ナ ー ル 緩 衝 液 ス ト ッ ク 溶 液(5VB):0.71MNaCI,

24.7mMバ ン ビ タ ー ル ナ ト リ ウム,17.5mNHCl

メ タ ル ス トッ ク 溶 液:150mMCaC12,1MMgC12

ゲ ラ チ ンベ ロ ナ ー ル 緩 衝 液(GVB2+):0.1%ゲ ラ チ ン,1×VB,

0.1%メ タ ル ス トッ ク 溶 液

0.1MEGTA・Mga+保 存 液:0.1MEGTA,O.1MMgCl2(pH7.5)

0.03MEGTA・M92÷-GVB(0.03MEGTA-GVB):30%0.1MEGTA・Mg2+保 存 液,

0.5mMMgC12,0.9×VB,0.1%ゲ ラ チ ン

1-2実 験 方法

1-2-1ニ ワ トリCrempのcDNAク ロ ー ニ ン グ

CrempcDNAの 単 離は 、東京理科大学 の後飯 塚僚博 士 によ り供 与 されたニ ワ トリ胸

腺cDNAラ イブラ リーを鋳 型 と して行 った 。ニ ワ トリ胸腺のcDNA断 片は、ほ乳 類

発現ベ クターpME18sのBstXIサ イ トに組み込 まれてお り、CrempのcDNA断 片 を

得 るためにpME18sの マルチク ローニングサ イ トのDNA配 列上のプ ライマ ー と、様 々

な動物種 のMCPで 保存 されて いるア ミノ酸配列 をも とに作製 した縮 重プ ライマ ーを

用 いて 、nestedPCRを 行 った(図1-2)。 また、PCRの スケジュール は下 記の とお り

である 。

lstPCR

94°C2min

94°C3°sec

50°Clmin20cycles

72°C90sec
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2ndPCR

lstPCRreaction1ｵ1を 鋳 型 と して

94°C2min

94°C3°sec

50°Clmin35cycles

72°C90sec
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さ らに全 長 のcDNA配 列 を得 る ため に 、確 認 され た 塩 基 配 列 に適 合 す る プ ラ イ マ ー

を作 製 し・順 次 新 た なcDNA断 片 を得 て 全 長 のcDNA配 列 を決 定 した(図1-3)。 ま

た 、この よ うに して得 られ たcDNA断 片 は 、す べ てTAク ロー ニ ン グベ ク タ ー、pCR-2.1

(lnvitrogen社)に サ ブ ク ローニ ン グ し、ABI310シ ー ク エ ンサ ー によ ってDNA配 列

を解 析 した 。

1-2-2ニ ワ トリの組 織 のRNAblot解 析

様 々な ニ ワ トリの組 織 のtotalRNAは 、LifeTechnologies社 のTR【ZOLReagentを 用 い

て 抽 出 した 。各 組 織 のtotalRNAは20μ9ず つ 、1XMOPS、18%ホ ル ム ア ルデ ヒ ド

を 含 む1%(wlv)ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、Hybond-N+ナ イ ロ ン 膜(Amelsham

Pharmacia社)に 転 写 した 。RNAを 転 写 した ナ イ ロ ン膜 は 、 αontech社 のExpress

hybridizationbufferを 用 いて 、68℃ 、30分 間 の プ レハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン後 、32P

で ラベ ル したOpenreading.u-(・')全 長 のCrempのcDNAフ ラ グ メ ン トと と も

に 、68℃ 、1時 間 の ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン を行 っ た 。数 回 の 洗 浄 後 、X一線 フ イ ル

ム(HyperfilmMP,AmershamPharmacia社)に 感 光 し、 シ グナ ル を検 出 した 。

1-2-3ウ サ ギ抗 ニ ワ トリCremポ リク ロ ーナ ル 抗 体 の作 製

Crempに 対 す るポ リク ロ ーナル 抗 体 を作 製 す る ため に 、Cremp抗 原 の作 製 を行 っ た 。

Crempタ ンパ ク質 を発 現 させ る ため の プ ラ ス ミ ドDNAは 、CrempのN末 端 にKozak

配 列 、C末 端 に ヒス チ ジ ンが6つ 付 加 す る よ うに構 築 したDNA配 列 を ほ乳 類 発 現 ベ

クタ ‐pME18sのEcoRIサ イ トに挿 入 し、作 製 した 。Crempの 抗 原 と して 、 この プ

ラ ス ミ ドDNAをRK13細 胞 にLifeTechnologies社 のlipofectAM-NEReagentを 用 いて

導 入 し・細 胞 その もの を用 いた 。48時 間 後 、 一過 的 なCrempの 発 現 が ピ ー ク に達 し

た時 、10mMEDTAを 用 いて1×107個 の 細 胞 を 回収 し、PBSで 数 回 洗 浄 し、0.5血1

のPBSに 懸 濁 した 。 このPBS懸 濁 溶 液 に0.6m1のFreund'scompleteadjuvant(FCA)

(DIFCO社)を 加 え 、数 回 の シ リン ジス トロ ー クで エ マ ル ジ ョ ンを作 り、1週 間 ご と

に計4回 、 ウサ ギ の両 足 の リンパ節 付 近 に免 疫 を行 った 。4回 目の 免疫 後 、 ブ ース ト

を行 い 、 ウサ ギ か ら採 血 した 。血 清 中 のIgGは 、終 濃 度33%の 硫 化 ア ンモ ニ ウム を

用 いて 沈 澱 させ 、血 清 量 の1110量 のPBSに 懸 濁 後 、PBSに 対 して透 析 した 。 また 、

IgGの タ ンパ ク質 濃度 は ・ その 溶液 の280㎜ の吸 光 度 を.●i..掟 し、IgGの 比 吸光 係 数

(E1%)を13.6と して 求 め た 。

一

様 々 なニ ワ トリ組 織 の タ ンパ ク質 は 、各 組 織 を100mg恤1で1ysisbuffer(1%(v!v)
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NonidetP-40、0.14MNaCl丶0.01MEDTA丶20mMTris-HCl(pH7.4)丶1m{4inl

iodoacetamide(..)、1mMPMSF)に 懸 濁 し、Potter型 ホ モ ジナ イザ ー を用 いて 組織

を破 砕 し、可 溶 化 した 。可 溶化 した サ ンプル は 、4℃ 、15,000τpm、30分 で 遠 心 分離

し、可 溶性 画 分 を回 収 した 。 可 溶性 画 分 は 、Bio。Rad社 のproteinassaykitを 用 いて そ

の タ ンパ ク質量 をBSA当 量 で 定 量 し、50ｵgをSDS。PAGE(10%polyacrylamidegel)で

分離 し、polyvinylidenedifluoride(PVDF)膜(Millipore社)に 転 写 した。転 写 後 の膜

は ・10%ス キ ム ミル ク(雪 印乳 業 社)を 含 む ブ ロ ッキ ング バ ッフ ァ ーで ブ ロ ッキ ン

グ を行 った後 、2μg桓1ウ サ ギ抗 ニ ワ トリCremp抗 体 を含 む ブ ロ ッキ ング バ ッフ ァ

ー と室 温 で2時 間 反 応 させ た
。数 回 の 膜 の 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ標 識 ヤ ギ 抗 ウ

サ ギIgG(1110,000希 釈)を 含 む ブ ロ ッキ ン グバ ッフ ァ ー と室温 で1時 間反 応 させ 、

再 び 洗 浄後 、ECL(AmershamPharmacia社)で 発 色 、検 出 を行 った。

1-2-5Cremeのstabletransfectantの 樹 立

ク ロー ニ ン グされ たCrempcDNAを ほ乳 類 発 現 ベ クタ ー 、pCXN-2(ref21)のEcoRI

サ イ トに挿 入 し、 その プ ラ ス ミ ドDNAをCHO細 胞 にlipofectAMINEReagentを 用 い

て導 入 した。 その 後 、0.6mg/mlG418(LifeTechnologies社)で プ ラス ミ ドDNAが 導

入 され た細 胞 を選 択 した 。 数 日後 、選 択 され た細 胞 を ペ ニ シ リ ンキ ャ ッ プ を用 いて

単離 した 。Crempの 発 現 の 確 認 は 、ウサ ギ 抗Cremp抗 体 を用 いてFlow(;ytometry(1-2-6

参 照)に よ り行 った 。

1-2-6Flowcytometry(FAGS)

5×105個 の細 胞 を20μg1血 至の ウサ ギ抗Cremp抗 体 も し くは 、5ｵg/mlのM177抗 体 を

含 むFACSバ ッフ ァー で4℃ 、1時 間反 応 させ た 。FACSバ ッフ ァ ーで数 回 の洗 浄 後 、

25ｵg/mlFITC標 識 二 次抗 体 を含 むFACSバ ッフ ァーで4℃ 、30分 間 の反 応 させ 、再

度 洗 浄 後 、FA(SCalibur(Becton-Dickinson社)を 用 いて 細 胞 の蛍 光 強 度 を.●i..掟した 。

また 、 デ ー タの解 析 には 、付 属 の ソ フ ト(;ellQuestを 用 い た 。

1-2-7免 疫 染 色

Crempの 発 現 したCHO細 胞(CHO/Creme)を 細 胞 培 養 用 の チ ャ ンバ ー ス ラ イ ド

(NalgeNuncIntematinal社)で1晩 培 養 し、細 胞 をス ラ イ ドガ ラス に付 着 させ た 。 そ

の ス ラ イ ドガ ラス は 、細 胞 固定 液 と30分 間反 応 さ せ 、細 胞 を 固定 化 した 。PBSで 数

回の 洗 浄 後 、 ブ ロ ッキ ン グ バ ッ フ ァー(1)で ブ ロ ッキ ン グ を行 い 、2ｵg〆mlウ サ ギ

抗Cremp抗 体 を含 むブ ロ ッキ ング バ ッフ ァー(1)と37℃ 、1時 間反 応 させ た 。 ブ ロ

ッキ ン グバ ッフ ァー(1)で 数 回 の洗 浄 後 、mC標 識 ヤ ギF(ab')2抗 ウサ ギIgG(1/100
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希 釈)と10%BlockA㏄(雪 印乳 業 社)を 含 む ブ ロ ッキ ン グ バ ッフ ァー(2)と37℃ 、30

分 間 反 応 させ 、 再 び洗 浄 後 、封 入 液 で カ バ ー グ ラス を 用 い て細 胞 を封 入 した 。蛍 光

を発 す る 細胞 は 、共 焦 点 顕 微 鏡(FLUOVIEW,OLYMPUS社)を 用 いて 観 察 し、付 属

の ソフ トFLUOVIEWで 画 像 を解 析 した。

1-2-8糖 鎖 消 化 処 理

Crempの 糖 鎖 付 加 を調 べ る ため に 、N-glycosidase,O-glycosidase(Genzyme社)を 用 い

て糖 鎖 消 化処 理 を行 っ た 。CHO/Cremp(5x106個)をN-glycosidase処 理 を行 う細胞 は

1%NonidetP-40、10mMEDTA、1'II"、1mMPMSFを 含 む50mMTris-maleate

(pH8.6)で 、O-glycosidase処 理 を行 う細 胞 は1%NonidetP-40、10mMEDTA、1mg加l

IAA、1mMPMSFを 含 む20mMTris-maleate(pH6.0)で それ ぞれ 可 溶 化 し、4℃、15,000

.0、30分 間 の遠 心分 離 で不 溶 画 分 を取 り除 いた 。 可 溶 画 分(20μ1)に は 、100ｵU

のneuraminidase(Sigma社)を 加 え 、37℃ 、1時 間 反 応 させ 、 次 いで250mUのN-

glycosidaseも し くは1mUの0-glycosidaseと37℃ 、16時 間反 応 させ た 。反 応 させ た

サ ンプル はSDS-PAGEで 分 離 し、 ウサ ギ抗Cremp抗 体 に よ るproteinblot解 析 で シ グ

ナ ル を検 出 した 。

1-2-9細 胞 障 害 活 性

コ ン トロー ルCHO細 胞 とCHO細 胞 に ヒ トMCPを 発 現 す る細 胞(CHO!hMCP)、Cremp

を発 現 す る細 胞(CHO/Creme)を 、それ ぞれ10mMEDTAを 含 むPBSで 集 め 、1×107

個 用 意 した 。そ の細 胞 を3.7MBqのNa2siCrO、 を含 む無 血 清Ham'sF12培 地(totallml)

で37℃ 、60分 間培 養 し、細胞 に51Crを 取 り込 ませ た 。PBSで 数 回 の 洗 浄 後 、2×104

個1weUに な る よ うに 、10%FCSを 含 むHam・sF12培 地 を加 え 、U型96穴 プ レ ー ト

に50ｵ1ず つ 細 胞 を ま いた 。次 いで 、様 々 な 濃 度 の ウサ ギ抗CHO抗 体 を含 む50ｵ1の

GVB2÷ も し くは0.03MEGTA-GVBを 加 え 、4℃ 、30分 間 反 応 を行 った 。さ らにGVB2÷

も し くは0.03MEGTA-GVBで 、様 々 な濃 度 に希釈 した ニ ワ トリ、 ヒ ト、 ウサ ギ の 血

清 を100ｵ1ず つ加 え、 緩 や か に振 盪 し、補 体 の活 性 化 を助 長 した 。4℃ 、1,500rpm、

5分 間 の 遠 心 で細 胞 と培 地 を分 離 し、上 清 の 培 地150ｵ1を オ ー トガ ンマ カ ウ ン タ ー

で測 定 した(図1-3)。

また 、細 胞 の51Cr遊 離 の 割 合 は 、次 の よ うな 算 出法 で 計 算 した 。

(samplecpm‐controlcpm)/(MAXcpm‐controlcpm)x100

未 処 理 のCHO細 胞 に お け る51Crの 自然遊 離 をcontrolcpmと し、5%TritonX-100を

含 むPBSで 処 理 したCHO細 胞 に お け る51Crの 遊 離 をMAXcpmと した 。 以 上 の 実験

はtriplicateで 計3回 行 い、再 現 性 を確 認 した 。
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図1・1細 胞 障害 活 性

Crempの 補体制御活性 は 、51CrをCHO細 胞 に取 り

込 ませ く補体 の活性化 によ りCHO細 胞 か ら遊離 さ

れ る51Cr量を指標 と した細胞障害活性で調 べた。
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1-3実 験結果

一

ニ ワ トリの補 体制御分子 を単離す るために、様 々な動 物種 で単離 され たMCPの

ア ミ ノ酸 配列 、塩基 配列 を比較 して 、高 く保存 されて いる場所 に縮 重 プラ イマー を

作製 した(図1-2)。 ニ ワ トリSCRタ ンパ ク質 のcDNA断 片は 、ニ ワ トリ胸腺 ラ イブ

ラ リーを鋳型 と し、縮重 プライマ ーとpME18sの プライマ ーを用 いてPCRを 行 い、

ヒ トのMCPのSCR4と 高 い相 同性 を示 す280bpの 塩 基配列 を得 た。 この ことか ら、

この分子 は、ニ ワ トリのMCPホ モ ログであ ることが予測 され た。さ らに数 回のPCR

から(図1-3)、 ニ ワ トリのSCRタ ンパ ク質を構成 するcDNAのOpenreadingf㎞e

(ORF)とpolyadenylationsignal、poly(A)配 列 を含 む3'UTを 単離 する ことがで きた

(図1-4)。 さらに、正確 な配列 を得 るために、肺 か ら得 たtotalRNAを 用 いてRT-PCR

を行 い、反応 によ って得 られた、RT-PCR産 物の独立 した12ク ローンのcDNA配 列

を確認 した。

筆者 は、この新 しく単離 されたタ ンパク質 をΩomplement㎎ 皿atorymembraneprotein,

Crempと 名付 けた。CrempのcDNAは 、polyadenylarionsignal、poly(A)を 含 む1910bp

で451ア ミノ酸か ら構成 され ることが予測 され た。Crempタ ンパ ク質 は、5つ のSCR

ドメイ ン、1つ のSCR-likeド メイ ン、膜貫通領域 、細胞 内領 域 をもつ1型 の膜 タ ン

パ ク質 である と推測 され 、SCR3にN一 結合型糖鎖付加配列 が存在 して いた(図1-4)。

ホモ ロジ ー検 索の結果、Crempは 単純 にMCPホ モ ログではな く、 い くつかのSCR

タンパク質に高 い相 同性 を持っ ことが分 かった(表1-1)。 特 に 、SCR1とSCR2の 連

続 したSCRド メインのア ミノ酸配列 は、ヒ トのDAFのSCR2-SCR3に 、SCR3とSCR4

は、 ヒ トのMCPのSCR3-SCR4に それ ぞれ43.6%、45.3%と40%を 越 え る高 い相 同性

を示 した(表1-1)。 一方、Crempと マ ウスのCrryは 、単独 のSCRド メ インで は高 い

相 同性(CrryのSCR4はCrempSCR3と44.3%と 高 い相 同性 があ る)を 示すが 、連続

したSCRド メイ ンで は、40%以 上の相 同性 が認め られな かった。CrempのSCRド メ

インの構成 、既知 のSCRタ ンパク質 との相 同性 か ら考 えて、CrempはCrryの よ うな

既知 のSCRタ ンパク質の単純なホモ ログではな く、DAFとMCP由 来 のキ メラタ ン

パ ク質 であ り、ニ ワ トリの新規SCRタ ンパク質であ ると考 え られた 。

-

CrempのmRNAの 発現分布 をRNAblot解 析で調べ た。RNAblot解 析 は、Cremp

のORF完 全長 のプ ローブ(1356bp)を 用 いて行 った。その結果 、2.2kbのminorバ

ン ドと3.Okbのmajorバ ン ドが検 出され た。3.Okbの バ ン ドは、すべての臓器 に発現
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して い る の に対 して 、2.2kbの バ ン ドは 、肺 、腎 臓 、フ ァブ リキ ウス 嚢 、 精 巣 、卵 巣

と い っ た 特 定 の 臓 器 で 検 出 さ れ た(図1-5A)。 これ は 、3'UTの 長 さ の 異 な る

polyadenylarionsignalに 依 存 す る こ とを 明 らか に した が(デ ータ は示 さ な い)、 そ の意

義 は 、 不 明 で あ る 。

さ ら に、タ ンパ ク質 レベ ル で の 組織 分 布 を ウサ ギ抗Cremp抗 体 を作 製 し、proteinblot

解 析 で 調 べ た 。 そ の結 果 、 す べ て の組 織 に お いてCrempタ ンパ ク質 は 、 ア ミ ノ酸 か

ら予 測 され る分 子 量 、46.8k付 近 に発 現 が確 認 され た(図1-5B)。 さ らに 、非 還 元 下

で2量 体 と思わ れ る92kDaの バ ン ドが 、脾 臓 、肺 、腎臓 、卵 巣 で検 出 され た 。 しか

し、2量 体 の 存 在 意 義 に つ い て は 、不 明 で あ る。この よ うに 、Crempの3.OkbのmRNA、

46.8kDaの タ ン パ ク質 は 、 広範 囲 な組 織 で発 現 して いる こ とが明 らか に な った 。

1-3-3Crempの 局 在

Crempの ア ミ ノ酸配 列 の 疎 水 プ ロ ッ トか ら、Crempタ ンパ ク質 は 、 シ グナ ル ペ プ

チ ドを持 つ 、1型 の 細胞 膜 結 合 型 タ ンパ ク質 と予測 され た(図1。4)。Crempの 細 胞 に

お け る局 在 を調 べ るた め に 、Flowcytometry(FACS)と 免疫 染 色 を行 っ た 。FACSで

は 、 ウサ ギ抗Cremp抗 体 を用 いて 、ニ ワ トリのB細 胞 株DT40とCHOにCrempを

恒 常 的 に発 現 させ た細胞 株(CHOICrelnp)を 解 析 した 。その 結果 、DT40、CHO/Creme

は 、 と もに高 い レベ ル のCrempを 細 胞 表 面 で 発 現 して いる ことが分 か った(図1-6-1)。

さ らに 、免 疫 染 色 の 結果 か らも 、細 胞 膜 に局 在 して いる ことが確 認 され た(図1-6-2)。

以 上 に よ り、Crempは 細 胞膜 結 合 型 タ ンパ ク質 で あ る こ とが 明 らか にな った 。

1-3-4Crempの 糖 鎖 付 加

CrempのSCR3に は、1個 所 のN一 結 合 型糖 鎖付 加配 列 が存在 す る(図1-4)。 しか し、

proteinblot解 析 の 結果 か らは 、Crempの ア ミ ノ酸配 列 か ら予測 され る分 子 量468k

の み の シ グ ナル が検 出 され た(1-3-2)。Crempの 糖 鎖 付 加 が存 在 す るの か を調 べ るた

め に 、N-glycosidase、O-glycosidaseを 用 いた糖 鎖 消 化解 析 を行 った 。 その 結 果 、DT40、

CHO/Cremp両 方 由来 のCrempも 消化 後 の分 子 量 に変化 が な く、46.8kDaの 分 子 量 を

示 した(図1-7)。 その た め 、Crempは 、糖 鎖修 飾 され な い タ ンパ ク質 と考 え られ た 。

1-3-5Cremeの 補 体 制御 能

Crempの 補 体 制 御 能 を調 べ るた め に 、51Crを 取 り込 ませ た細 胞(CHO細 胞)と ニ

ワ トリ血 清(補 体 源)を 用 い た細 胞 障 害 活性 を行 った 。 ま たそ の時 、種 特 異 的 な補 体

制 御 能 を調 べ る ため に 、CHO/Crempと ヒ トMCPをCHO細 胞 に恒 常 的 に発 現 させ た

ク ロー ン(CHO/hMCP)を 用 いた 。 ウサ ギ抗CHO抗 体 でCHO細 胞 を感 作 す る抗 体
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濃 度は 、ニ ワ トリ、 ヒ ト、ウサ ギの血清 でそれ ぞれ最 適 な濃度 を検討 し、その濃度

で細胞障害 活性 を測 定 した。その結果 、ニ ワ トリの血 清 を用 いて補 体 を活性 化 する

と、CHO細 胞 、CHO!hMCPで は、血清 量依存 的 に細 胞 が障害 され るのに対 して、

CHO/Crempで は、全 く補体活性化が起 こらず、Crempが 、ニ ワ トリの補体の攻 撃か

らCHO細 胞 を守 って いる ことが分 か った(図1-8A)。 また、Crempは 、古典 的経路 ・

第二経 路の両 経路 に対 して 、補 体の活性化 を阻害 す る こ とも分 か った。 これ に対 し

て、 ヒ トの血 清では、CHO/hMCPの みが補体 の活性 化 を阻害 し、Crempは 、全 く阻

害 しなか った(何 も導入 していな いCHO細 胞 と同 レベル)(図1-8B)。 さ らに・ ウサ

ギの血清 では 、CrempもMCPも 全 く補体 の活性化 を阻害 す ることがで きな かった(図

1-8C)。 この ことか ら、Crempは 、種特異的 に補体 の活性 化か ら自己細胞 を保護 す る

分子であ るこ とが明 らかにな った。
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Degenerateprimer;5'-GA(A/G)TGTAAAGTGGTCAAATGT-3'

図1・2縮 重 ブ ラ イ マ ー の 作 製

様 々な 動 物種 のMCP間 で高 く保 存 され て い る配 列 を基 に 、縮 重 プ ラ イ マ ーを

作 製 した。
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A)
5' CrempcDNA 3'

1stPCR

1,5'-GARTGTAAAGTGGTCAAATGT-3'

2,5'-TCCATCCCAAGCAAGACATA-3'

3,5'-TAACCTGTACCCITrlTCAG3'

4,5'-TGGTG(,CATCCTCCGTGAGCPCTGC-3'

$,5'-TGGGATGGATGTAATTAGTTGTAG3'

2ndPCR

5'-GARTGTAAAGTGGTCAAATGT-3'

5'-TCCATCCCAAGCAAGACATA-3'

5'-TAACCTGTACCCI111'PCAC-3'

5'-GGTCTGCATTCTGGACCITGT-3'

5'-TTGTACTGAAAATGGCACCT-3'

RAorG

B)
BstXIInsertDNA BstXI

EcoRIside Notlside

1.pME18s15'-TAGGCCTGTACGGAAGTGTTACTTCT-3'

2.pME18s25'-TACITCTGGTCTAAAAGCTGCGGAAT-3'

3.pME18s35'-TAGACTAGTCTAGCGGCCGCACCTG-3'

4.pME18s45'-GCACCTGCAGGCGCAGAACTGGTAG-3'

図1・3Crempのd)NA配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 戦 略

CrempのcDNA配 列 を得 る ため に 、表 中のCrempに 特 異 的 な プ ラ イ マ ー(A
,

矢 印)と ラ イ ブ ラ リーの ベ クタ ーpME18sに 対 す る プ ラ イマ ー(B
、矢 印1～4)

を用 いて 、nestedPCRを 行 った 。 図 中のcDNA断 片(1～5)は
、得 られ た順 番

を示 し・表 中の プ ラ イマ ーの番 号 に相 当 す る 。 また 、2つ あ る矢 印は 、後 方

の も の が1stPCR、 前 方 の もの が2ndPCRで 用 いた プ ラ イマ ー を示 した(矢 印

が1つ の もの は 、 同 じプ ラ イ マ ー を用 いた)。Bで は 、pME18sに 対 す る プ ラ

イマ ー とそ の作 製 場 所 を示 した 。 な お 、 開始 メ チオ ニ ン、 ス トップ コ ドン

はMとasteriskで そ れ ぞれ 示 した 。
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GCGGGC[蕪 黒GGG_、CG,,GGCGG_GC,GGCGGGGC_CGCG、C。,㏄ 、CG[蔗 羅 乱,_、_CC。 、ム
MAgGVFAyAVLLAGLGAARAQGSCTLPDRVQN

ATGCAGムGCTCACGGAGGATGCCAGCACAATGAGCAGCT'.卩 田Cα卩G7!貍}GGムムCCムC聖 αじGAGC雪 ムCACe口G聖CGCCC{じGGC望 ム{2ムTGAGGATCCCTGGGAT

ゑELTヨ9AS誓 麗SSFPVG田 田VSY{2CRPGY麗RIPG麗

SCR2

GCCTGTTAGTCGAACGTGTGGCGAAAACTTAATGTGGTCGCAAATAGAGACGTTCTGTACAAGAAGCTGTACTCATCCGGGAGAACTACAAAATGGC

PVSR田CGBNL麗WSΩ1呂 聖FC,ムRSC田 雇PGELΩNG

G?四}α口!PCATGTG△CAGATCTTACム!2コ 紐GGコ憩CGGCムG!口 皿ムCTTTTTCTTGTGムAAムAGGGTAeムGG】}TACATGGAAATCGTCAGF㌧TTTCCTGTGTAATTC

VVHVTDLTFGSAVTFSCERGYRLHGHRQISCVZQ

rSCR3
AAGGTAAAGTTGTTGACTGGAATGGACCTCTTCCTTTATGTGATGAGTTCCTTGTAAGCCACCTCCAAGTATAGCCAATGGGCGCTACACTGAAGCAGC

GRVVDWNGPLPLCDRVPCRPPPSIANGRYTBAA

CAムCTATGTTTATC】 掘Cム 瓦CムG田脚C?1しTAGTTGTGムCGム 母G望GCGCACムGGAG㎜ 聖CCe腎 口Cコ!CGCTGGT{口GG雪]℃ACCTTCT為TTTTCTGCACA

NYV讐 ΩT望V田YSCDDVR田GB罰PFSLVGSPSIFCT

SCR4嚥ATCTGTGACAACCCACAAGTAGAAAACGGAAGAAAGGCATCTGGTTGATGAAAACTCAAATGGTGTTTGGAGTGGACCGCCTCCACAGTGT

VDENSNGVWSGPPPQCRVVICDNPQVENGRRASG

GムR!『GTムムAGTGGTCAAATGTdegenera電ep血er

GG田1【田GC為丁α【CAG聖A驪}ム糲℃肥A緊GGG蕊GC田CムG墾 田AGα 凹堰GAム 三EG,G瓦口CCムGム α卩A口G1℃TTGCTTGGGATGGATGTAA7}TAGTTGTACTGAAAATGG

FムSΩ.望 工 讐GSSVRPBCDPD当 「VLLG麗DV工SC!rヨNG

SCR5
CACCTGGTATCCATCATTACCAACTTGTGAATTAGTGAAGATGCATGTGGTGCCCCAAAGATCTCCCATGGAGAAGTCGTTCCACAGAAATCTGTG
TWYPSLPTCRRISgDACGAPRZSHGEVVPQRSV

TムC引!①ムゑGAGGムGムGTCTGTR℃ ムβA職LGG田 ㏄AG口 ℃C{腰CGα 【α【GCT'.じ皿!CC{口GATGGTGGTACAGAGGTCACAGTムATGTGCCAムGGACG鵬 口!ACA雪

了LRGESVO工RCSP只CAFPDGG口EV?V雑CΩGRHT質

SCR-like

GGAGTTCTGAACCAAATTGTGCAGTGATTCTGAACCTTCTGATTTCTCTCCAGTCATTAGCCATGGTAGAATAATTGAAGGAAAAAAATCTGTATATTC

SS宕P腮CACDSEPSDFSP▽ 工SヨGRIIEGKKSVYS

CGAAGGGGATTCGATTACAATTGAATGTTATGCAGGCTACACATTACATGGTGCAGCTCGTATTGAGTATATTGGAGGAGGCAGATGGACTCCAGAAGTG

EGDS工 雪IECYムG1【TLEGILARIE】 【IGGGR珊TPEV

CC_GC_、_。 嚥 、TM3CCAT,_G__,。 、_、__,,,C[蕭 瓢 臙_雪
PVCKLSムYIIA1工CxlVAV工IVFLムAFW工FKKFIS

CムCAGGA為GGGAムGムG冤!GムCAGCAC7!CCGC民2ムC曽GCCA蝕 磐A:'ACGAGCTGTAム3,GCATGAATGムC望}CTGTCTGAGGGTGGGAGGGAAT{口 田ゑ、CAα口{卩GG

ΩEG鼠SDSTPHTA翼YTSCKム 禽

ATGTGCCTATCAGAAATGAAAATGAGTACGCTTム 丁讐CGCα 陰△CGGAAATC引!ゑACGTACCTCACAGTGTGT'.凹!TATGCTATTGGT三 【AムCロム磐ゑe曽ムGGG為 ム

警Aα慶AGGG?為AG臙GムTCAGTGTC'『GC肥GT{【 田{PGTTCTGCA{野CムTTCATTG:℃ 曽CC聖C!塾G歴G望A{2G聖㎜ 口GGACA{rムGムGGCTCTTCCTGCAGCACA

CムTCAC:『GTC,G田CGGCGGGGAGCAC口CC田 口CC雪曽ACAGゑ ムGムCTG'.卩CCムム1:G口聖AGCCC聖GC田CAC:'ACACTTGTAムTGCACTTCTC瓸 蟹CACT口C】!GC

AGTTCAGGTGGTGTAAATGTCGTTCTTTATGTTCTGAAATGTTTTAAGTGTTCGTTTTTCTTAAGAGATTGGTGCCATTTAAGGCTGCATCTGTTTGAAA

TTGTTGCAATTTAGATCTTGTATCTGCTGCTTTCTTGTTTGCCAAAGTTGATTCTGTATATCTGATGAATTAAAATGTGCCTTTGAATCAGAAAAAAAAA

AaaaAaaaaa
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図1-4Crempの 塩 基 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列

Crempの 予測 され る ア ミ ノ酸 は 、塩 基 配 列 の 下 方 に 示 した 。Crempの 配 列 を得 る た

め に用 い た縮 重 プ ラ イ マ ーは 、SCR3とSCR4の 間 の矢 印で 示 した 。 ま た 、今 回 得

られ た 、CrempのcDNAに は 、SCR3にN一 結 合 型糖 鎖 付 加 配 列(下 線)、 非 典型 的 な

polyadenylarionsignal(確 線)、poly(勾 配 列(二 重 下 線)が 存 在 して いた 。 な お、 シ

グナ ル ペ プチ ド、膜 貫 通 領 域 、細胞 内領 域 はそ れ ぞれ 、SP、TM、CYTで 示 した 。

ま た 、ス トップ コ ドンは 、asteriskで 示 した。
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表1・1Crempと ヒ トDAF、 ヒ トMCP、 マ ウスCrryの ア ミ ノ酸 の 相 同 性

Cremp 1 hMCP mCrry

SCR1

SCR2

SCR3

SCR4

SCR5

SCR-like

SCR2

45.2%

SCR3

43.3%

SCR3

41.8%

43.6%

SCR3

29.7%

SCR2

22.7%

SCR4

19.3%

<10%

<10%

SCR3

43.7%

SCR4

47.5%

45.3%

SCR1

31.8%

<10%

SCR5

34.0%

SCR4

..

SCR2

23.1%

SCR5

39.0%

<10%

<10%

40%以 上 の 相 同性 は 下 線 で 示 した 。

hDAF,humanDAF;hMCP,humanMCP;mCrry,mouseCrry
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図1・5CrempのmRNAと タ ンパ ク質 の発 現 分 布

ACrempのmRNAの 発 現 分 布 ニ ワ トリの 様 々 な組 織 のtotalRNAを そ れ ぞ

れ20ｵgず つ1・0%(w!v)ア ガ ロー スゲ ル で 電 気泳 動 した 。CrempのmRNAの 検

出 には 、CrempのORFに 対 す る塩基 配 列 をプ ロ ー ブに用 いた 。

BCrempの タ ンパ ク質 の 発 現 分布 ニ ワ トリの 様 々な 組 織 の タ ンパ ク質 を

それ ぞれ50ｵgず つ10%(w!v)ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル を用 い た 、SDS-PAGE

で分離 し、Crempポ リク ローナ ル抗 体 でCrempタ ンパ ク質 を検 出 した 。
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CHO

図1・6Crempの 発現 局 在

1Flowcytometry(FACS)に よ る解 析Crempの 細胞 での局在 を調 べ るために 、

ニ ワ トリのB細 胞株 、DT40(A)とCHO細 胞 に恒 常的 にCrempを 発現 させ た細胞株 、

CHO/Cremp(B)を 用 いてFACSを 行 った。 また、CHO細 胞 に ヒ トMCPを 発 現 させ た

細胞株 、CHO/hMCPに お けるMCPの 発現 も合わせ て示 した(C)。 なお 、Crempお よ

びMCPの 検 出には、それ ぞれ の特異的抗体 を用 いた。

2免 疫 染 色 に よ る局 在解 析CHO!Crempに 発現 す るCrempを ウサギ抗Cremp抗

体 を用 いて、細胞 の免疫 染色 を行 った。
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図1・7Crempの 糖 鎖 修 飾

CHO/CrempとDT40由 来 のCrempをN一 また は 、0-glycosidase処 理 によ りそ の糖

鎖修 飾 を検 討 した(A)。 また 、ポ ジテ ィブ コ ン トロール と して㎝01hMCPも

同様 に検討 した(B)。
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図1・8Crempの 補 体 制 御 活 性 の 解 析

CHO1Cremp(○)、CHO/hMCP(●)、CHO(□)細 胞 を51Crで ラ ベ ル し、 そ の細 胞

を65ｵg/ml(古 典 的経 路;Classicalpathway,CP)と130ｵg/ml(第 二 経 路;Alternative

pathway,AP)の 抗CHO細 胞 抗体 で感 作 した 。 ま た 、補 体 系 は 、様 々 な濃 度 の ニ

ワ トリの血 清 をGVB㍗CP)と0.03MEGTA-GVB(AP)用 いて 希釈 し、 そ の細 胞 障

害活 性 か ら、Crempの 補 体 制 御 活性 を測 定 した ㈹ 。 ヒ トの 血 清 を用 い た時 の 抗

CHO細 胞 抗体 は 、130ｵg/ml(CP)と650ｵg!ml(AP)を 用 い た(B)。 ウサ ギ の血 清

の場 合 は 、抗CHO細 胞 抗 体 を65ｵg!血1(両 経 路)を 用 いて 細 胞 を感作 した 。 また

血清 量 は 、10%(CP)と20%(AP)を 用 いた 。 また 、CHO、CHO/hMCP、

CHO/Cremp細 胞 は 、 そ れ ぞ れopen、hatch、blackカ ラム で 示 した(C)。 以 上 の 実

験 は 、再 現 性 を取 る た め に 、triplicateで 計3回 行 っ た 。 また 、 エ ラ ー バ ー は 、SD

を示 した 。
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1-4考 察

本章 の結果 か ら、ニ ワ トリにお いて補体 制御分子 が存在 する ことが明 らか とな っ

た。今回、筆者 が単離 したニ ワ トリの補体 制御分子Crempは 、 ヒ トのDAFやMCP

と同様 に細胞膜 に局在 し、 自己補 体 の活性 化 か ら自己細胞 を守 る役 割 を持 つ と考 え

られ る。Crempは 、5つ のSCRド メイ ン、1っ のSCR-likeド メイ ン、細胞膜貫通領

域 、細胞 内領域 をもつ1型 の細胞膜 タンパ ク質であ り、CrempのSCR1-2は 、ヒ トDAF

のSCR2-3に 、SCR3.4は ヒ トMCPのSCR3.4に それぞれ43.6%、45.3%と 高 い相同

性 を示 した。また、DAF、MCPのSCR2.4は 、補体 を制御 するうえで 、重要な ドメ

イ ンである ことが示 され て いる(ref22-23)。Crempは 、SCRド メインを5つ 持 って

いて 、分子 自体の骨格 は、齧歯類 のCrryに 近 い骨格 を して いる。 しか し、分子 間の

総合 的な相 同性 か ら単純 にCrryの ホモ ログ とは考 えに くい。 この ことか ら、Cremp

は、DAF、MCPの 祖先 タ ンパク質であ るか 、 ヒ トとは異な る進 化のなかで 、鳥類特

異的 に存在 する補体制御 タンパ ク質であ ると考 え られ る。

最近報告 された、ニ ワ トリのMHC上 の遺伝 子は、 ヒ トの約1110程 度 の遺伝子 し

か存 在せず 、ニ ワ トリで はおそ ら く数 少な い遺伝子 で生理機能 を担 って いる と考え

られる(ref24-25)。 また、Crempは 、広範 囲な組織で多量 に発現す る。この ため、Cremp

は 、ニ ワ トリで主要 に働 く補体 制御 タ ンパ クであ る ことが考 え られ る。 また、補体

因子 で も、FactorBとC2の ハ イブ リッ ト様 分子が広範 囲な下等生物で存在 する(ニ

ワ トリ、コイ、ヤ ツメ ウナギ)(ref26-28)。Crempは 、MCPとDAFの ハ イブ リッ ト様

分子 である ことか ら、 これ ら補体 関連分子 は 、進化 の過程 で遺伝 子重複 、遺伝 的組

み換 えなどの複雑 な遺伝子 の変化 をとげて いる と考 え られ る。

ニ ワ トリで 、現在 まで に分子 レベルで単 離 されて いる補 体関連 因子 は 、極 くわず

かであ る。ニ ワ トリで は 、補体 系の主要な因子 、C3が 、分子 レベ ルで単離 されてい

る(ref29)。 また、古典 的経路の成分であ るC4も 単離 されてお り、ニワ トリではIgY

とい うクラスの抗体 が産 生 され る。 この こ とか ら、 ニ ワ トリにお いて も抗体依存 的

な古典的経路 が存在 し、機 能 して いると考 え られる。一方 、抗体 非依存 的な経路 も、

フ ァブ リキ ウス嚢 を破 壊 した抗体産 生不能 なニ ワ トリがzymosanな どの第二経路活

性化物質で補体 を活性化 す ることがで きる こ とか ら、存在 して いる と考 え られる(ref

30-31)。 この ように、ニ ワ トリの生体 内で は、抗体依存的 、非依存 的な両補体活性化

経路 が存在 し、invitroで 解析 した補体 制御 活性が、invivoに おいて もその機能 を反

映 して いる と考 え られ る。そのため、本研 究で証 明 したCrempの 補体活 性化制御能

は 、invivoに おいて も古 典的経 路 、第二経路 を制御 している ことが推測 される。ま

た 、 この結果 か ら、ほ乳 類 にお ける 自己細 胞 をその細胞膜上で 自己補体 の活性化 か
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ら防 ぐ現 象 が鳥類で も保存 されて お り、Crempは 、ほ乳類 以外の動物 で は じめて証

明され た 自己細胞保護型補体 制御分子 であ る。

また、 ほ乳 類で は 、胎盤 を通 して胎 児 が成 長す るが、 これ は、母 親 にと って は、

抗原 にな りうる(allo抗 原)。 この時 、母親 の補体 の活性 化が弓1き起 こされ るが、 こ

の攻撃 か ら逃 れ る機構 には、膜型 の補体 制御分子が主に関与 して いる と思われ る(ref

20)。 しか し、ニ ワ トリの よ うな卵生の動 物で は、 この機構 があて は まらず 、補体 制

御 分子 は 、どの ように関与す るの かは不 明である。 しか し、ニ ワ トリのCrempは 広

範 囲な組織 で発現 す る ことか ら、産 卵 され るまで の間、Crempが 卵細胞 に発現 し、

母親の卵 巣や輸卵管 内で 自己補体 か ら卵細胞 を守 って いる可能性 は考 え られ る。

今後の解析 では、Crempの 補体 の制御 様式 、つ ま りFactorI(ニ ワ トリの場合 、単

離 されて いな いので それ に相 当するプ ロテア ーゼ)のcofactor活 性 も しくは、C3コ

ンベルタ ーゼの解離 を促進 す るdecay-accelerarion活 性 の どちらか、または両方 が機

能 しうるの かを調 べ る ことが必要 と思われ る。 さ らに、その制御作 用 が どの ドメイ

ンに寄 与 す るのかを調べ る ことも重要な ことと考 え られ る。 また、 ヒ トを含 め たほ

乳類 には、 い くつ かの補体制御 分子 が存在 する。鳥類 では、今 回のCrempが は じめ

て単離 され た補体 制御分子 であ るが、 この ことを考 える と烏類の補体 制御 分子 が他

にも存在 す る可能性 があ る。 ヒ トの補体制御SCRタ ンパク質 は、RCAと 呼ばれ る遺

伝 子集落 を ヒ ト第一 染色体 の長腕 、1q32に 形成 す る(ref1-2)。 ニ ワ トリでも、 この

遺伝子集 落 が保存 されて いるのな ら、その染色体 の解析 か らCremp以 外のSCRタ ン

パ ク質 の単離 も期 待で きる。Cremp以 外 の補体制 御分子 の単 離 は、さ らなる鳥類 の

補体系 、さ らには、基本免疫 系 の理解 につながる と考 え られ る。

近年 、ほ乳類 の補 体制御 分子 は 、多機能分 子 であ る ことが報告 され て いる 。CR1

は 、Bリ ンパ球や貪食細胞上 でC3で 標識 され た細胞(オ プソニ ン化細胞)を 認識 し

て 、抗原 の提 示 また は貪食 を助 けることが知 られ 、CR2は 、Bリ ンパ球 上でCD19

や.・.-1と 複合体 を形成 し、細胞 に抗体産 生の シグナル を伝 える働 きをもつ(ref

32-35)。 さ らに最近で は、マ ウスCrryや ヒ トMCPが 、T細 胞 の増殖 やIlr4の 分 泌 を

促進 させ るco-stimulatorで あ ることも分 かって いる(ref36-37)。 また、SCRタ ンパ

ク質 は、精巣 や精巣上体 に特 異的 に発現 しているが(ref13-18)、 その生理的意義 は・

不 明で ある。一 方、 このようなSCRタ ンパク質 は、多 くの微 生物 レセ プター と して

知 られて いる(表1)。 この よ うに、ほ乳類 での補体制御 分子の機能解 析 は進 ん で い

るが、鳥類 で は、 これ らの機能 の うち どれだ け保存 されて いるの かは不 明であ る。

Crempは 、 鳥類 で最初 に発見 されたほ乳 類の機 能 に類似 す る補体制御 分子 で あ るた

め、さ らに詳細なCrempの 解析 か ら、烏類の補体 系や免疫機構の解 明 につなが る こ

とを期待 す る。
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〈第二章 〉ヤ ツメウナギの血漿型補体制御 タ ンパク質(laSCRp)の 単離 と機能解析

第 一章で示 したように、ニ ワ トリの補体 制御 タ ンパ ク質 、Crempを 本研 究 におい

て単離 した(ref38)。 軟 骨魚類以上の動物種の補体 系は、抗体 を介 して、活性化 する

経路(古 典的経路)と それ以外の経路(第 二経 路 、 レクチ ン経路)か ら成 って いる。

しか し、 自然 免疫 系のみ で構成 されて いるヤ ツメウナギの免疫系 は 、古典 的経路以

外の補体系が活性 化 して いる と考 え られ る。

本 章で は、補体 制御 分子 が存在 未知 であ るさ らに下等 な動物 、円 口類 のヤ ツ メウ

ナギ を実験材 料 に用 い、ヤ ツメ ウナギの補体 制御分子 の単離 を行 った。 また 、その

分子 を解析 す る ことで 、 自然免疫系 でのみ構成 され るヤ ツメ ウナギの補体 制御 系の

機能 を検討 した。
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2-1実 験 材 料 お よ び試 薬

2-1-1抗 体

ウサ ギ抗 ヤ ツ メ ウナ ギC3ポ リク ロー ナ ル 抗体 は 、東 京 大 学 の 野 中勝 博 士 に よ り供 与

され た も の を用 いた(ref39-40)。 ウサ ギ 抗 ヤ ッ メ ウナ ギ1aSCRpポ リク ロ ー ナル 抗 体

は 、筆者 が免 疫 、精 製 した もの を用 い た(2-2-4参 照)。 マ ウス 抗Flagモ ノ ク ロ ーナ

ル抗体 は 、Sigma社 よ り購 入 した 。二 次 抗 体 は 、第 一 章 と同 様 の も の を 用 い た(1-1-

1参 照)。

2-1-2組 織 、 血清

1-1-3参 照 。

2-1-3溶 液 お よび緩 衝 液 の 組 成

本 章 で使 用 した 主 な緩 衝 液 等 の 組 成 を項 目 ご とに ま とめ て示 した 。

1)Ni-NTAagaroseカ ラ ム を用 いた タ ンパ ク質 精 製

可 溶化 バ ッ フ ァ ー:1%(vlv)TritonX-100,200mMNaC1,

20mMTris-HCI(pH7.5),1mg/mlIAA,lmMPMSF

平衡 化 バ ッ フ ァ ー:200mMNaCI,20mMTris-HCI(pH7.5)

洗 浄 バ ッフ ァー:20mMimidazole,200mMNaCl,

20mMTris-HCI(pH7.5)

溶 出バ ッフ ァー1:50mMimidazole,200mMNaCl,

20mMTris-HCI(pH7.5)

溶 出バ ッフ ァー2:200mMimidazole,200mMNaCl,

20mMTris-HCI(pH7.5)

溶 出バ ッフ ァー3:500mMimidazole,200mMNaCl,

20mMTris-HCI(pH7.5)

2)酵 母 培 養

YPD培 地:1%:.・-yeastextract,2%Bacto.peptone,2%Dextrose

2-2実 験 方 法

2-2-1ヤ ツ メ ウナギ のSCRroteinaSCRのcDNAク ロー ニ ン グ

laSCRpのcDNAの 単 離 は 、東 京 大 学 の 野 中勝 博 士 に よ り供 与 さ れ た ヤ ツ メ ウナ ギ 肝

臓 のcDNAラ イ ブラ リーを鋳 型 に用 い た 。 ヤ ツメ ウナ ギ肝 臓 のcDNA断 片 は 、 ク ロ
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一ニ ン グベ クタ ‐pBluescriptIISKのEcoRIサ イ トに組 み 込 まれ て お り
、laSCRpの

cDNA断 片 を得 る ため にpBluescriptIISKの マ ル チ ク ローニ ン グサ イ トのDNA配 列

上 の プ ラ イマ ー と、1-2-1で 作 製 した 縮 重 プ ラ イマ ー を用 いて 、nestedPCRを 行 った

(図2-2)。 また 、PCRの ス ケ ジ ュ ー ル は下 記 の とお りで あ る 。

1stPCR

94°C2min

94°C3°sec

50°Clmin20cycles

72°C90sec

2ndPCR

lstPCRreac面n1μ1を 鋳 型 と して

94°C2min

94°C3°sec

50°Clmin35cycles

72°C90sec

4°C

さらに全長のcDNA配 列 を得 るため に、確 認 され た塩基配列 に適 合す るプライマー

を作製 し、順次新 たなcDNA断 片 を得て全 長のcDNA配 列を決定 した(図2-2)。 ま

た、この ように して得 られ たcDNA断 片 は、すべてTAク ローニ ングベ クター、pCR-2.1

にサブ クローニ ング し、ABI310シ ークエ ンサー によ ってDNA配 列 を解析 した。

2-2-2ヤ ツメ ウナ ギ の組 織 のRNAblot解 析

1-2-2参 照 。

2-2-31aSCRpのstabletransfectantの 樹 立

ク ロー ニ ングされ たIaSCRpのcDNAのN末 端 にFlagtag、C末 端 に ヒスチ ジ ンが6

つ付 加 す る よ うな構 造 をも つDNA配 列 を ほ乳 類 発 現 ベ ク タ ーpFLAG-CMV-1(Sigma

社)のEcoRIサ イ トに挿 入 した プ ラ ス ミ ドDNAを 構 築 した 。 この プ ラ ス ミ ドDNA

と 、ネ オマ イシ ン耐 性 遺 伝 子 を 発現 す る ほ乳 類 発 現 ベ ク タ ーpCXN-2の プ ラス ミ ド

DNAを それ ぞれ10晒g、0.5ｵgず つ 、直 径10cmの 培 養皿 で70～80%confluentのRK13

細胞 にlipofectAM-NEReagentを 用 いて 導 入 した 。 そ の後 、0.6mg侮1G418で プ ラ ス

ミ ドDNAが 導 入 され た細 胞 を選 択 した 。数 日後 、選 択 され た 細胞 を ペ ニ シ リンキ ャ

ップ を用 いて単 離 した 。laSCRpの 発 現 の確 認 は 、マ ウス抗Flagモ ノ ク ローナ ル抗 体

を用 い てproteinblot解 析 に よ って行 った 。

2-2-4ウ サ ギ抗IaSCRポ リク ローナ ル 抗 体 の作 製

laSCRpのstabletransfectantの 細 胞 質 中 に は 、多量 のlaSCRpが 発 現 して い た為 、laSCRp

に対 す るポ リク ロー ナル 抗体 の作 製 は 、 このstabletransfectantを 抗 原 と して用 い た 。
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以下 の 方 法 は 、1-2-3参 照 。

2-2-5ヤ ツ メ ウ ナ ギ の 組 織 のproteinblot解 析

1-2-4参 照 。一
1×108個 のlaSCRpstabletransfectantを10mM

EDTAで 回 収 し、PBSで3回 洗 浄 した。10mI

の 可 溶 化 バ ッフ ァ ーで 細 胞 を可 溶 化 し、4℃ 、

13,000g、20分 間 の遠 心 分 離 で 不 溶 化 した も

の を除 い た 。15volumeの 平 衡 化 バ ッフ ァー

で平 衡 化 したNi-NTAagarose(Qiagen社)1.5

m1をPD-10カ ラ ム(AmershamPharmacia社)

に つ め 、10m1の 可 溶化 物 を加 え た(バ ッチ

法)。 一 晩 、4℃ で 転 倒 混 和 後 、401n1の 洗浄

バ ッフ ァ ー で 洗 浄 し、 溶 出 バ ッフ ァ ー1～3

まで 順 に20mlず つ 溶 出 して い った 。SDS-

PAGE、CBB染 色 でlaSCRpの 溶 出 を確 認後

(図2-1)、 溶 出画 分 は 、PBSに 対 して透 析 し、

解 析 に用 い る まで一80℃ で保 存 した。

〈紛 癆

2雛

11.5

螽63

←

図2・1recombinantIaSCRpの 精 製

2-2-7糖 鎖 消 化 処 理

laSCRpの 糖 鎖付 加 を調 べ る ため に 、N-glycosidaseを 用 いて糖 鎖 消 化 処 理 を行 った 。

laSCRpは 、 血清 中 の100μg由 来 の タ ンパ ク質 と精 製 され たrecombinantタ ンパ ク質

を用 い た 。方 法 は 、1-2-8参 照 。 また、反 応 させ たサ ンプ ル はSDS-PAGEで 分 離 し、

ウサ ギ 抗1aSCRp抗 体 に よ るproteinblot解 析 で シグ ナ ル を検 出 した 。

2-2-8C3沈 着 活 性 の測 定

出芽 酵 母(lr40;Saccharomycescerevisiae)をYPD培 地 で30℃ 、一 晩 培 養 後 、各2×106

個 の 出芽 酵 母 をPBSで3回 洗 浄 した 。0～50%の ヤ ツ メ ウナ ギ血 清 を含 むGVB2+を 加

え 、計100ｵ1の 反 応 系 で25℃ 、30分 間 、補 体 の活 性 化 を行 った 。FACSバ ッフ ァ ー

で3回 の洗 浄 後 、 一 次 抗 体(ウ サ ギ 抗 ヤ ッ メ ウナ ギC3抗 体;1/100希 釈,ウ サ ギ抗

1aSCRp抗 体;25ｵg/ml)で 反 応 させ た(以 下 の操 作 は 、1-2-6参 照)。
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2-3実 験 結果

2-3-1ヤ ツ メ ウナ ギSCRprotein _(laSCRp)のcDNAク ロー ニ ン グ

ヤ ツ メ ウナ ギ の補 体 制 御 分 子 を単 離 す る ため に 、第 一 章 で用 い た(図1-2)、 様 々な

動 物種 由来 のMCPの 縮 重 プ ラ イ マ ー と、 ヤ ツ メ ウナギ の 肝 臓 のcDNAラ イ ブ ラ リー

を用 いてnestedPCRを 行 った(図2-2)。 そ の結 果 、950bpのSCRド メイ ンに相 当す

る配 列 が検 出 され た。 さ ら に数 回 のPCRを 行 い 、ヤ ツ メ ウナ ギSCRタ ンパ ク質 の

cDNAのORFとpolyadenylationsignal、poly(A)配 列 を含 む3'UTを 単 離 す る こ とが

で きた(図2-3)。 さ らに 、 正確 なcDNA配 列 を得 る た め に、 ヤ ツ メ ウナ ギの 肝 臓 由

来 のtotalRNAを 用 いてRT-PCRを 行 い 、独 立 した12ク ロー ンのcDNA配 列 か らヤ

ツメ ウナ ギ のSCRタ ンパ ク質 のcDNA配 列 を確 認 し、 決定 した 。

この よ うに して得 られ た 、 ヤ ツ メ ウナ ギ のSCRタ ンパ ク質 のcDNA配 列 は 、28ア

ミ ノ酸 の シ グナ ル配 列 、98つ のSCRド メ イ ン と1つ のSCR-likeド メ イ ン を持 つ分 泌

型 のSCRタ ンパ ク質 と予測 され た(図2-3)。LampreySCRprotien(laSCRp)は 、SCR

ドメイ ンを8個 も つ その 分 子 骨格 か ら、 ヒ トの 分 泌型 補 体 制 御 因子 、G4bpの α鎖 の

ホモ ログ と考 え られ た 。 しか し、分 子 全体 のC4bpの α鎖 との相 同性 は低 く、 ざ らに

既 知 のSCRタ ンパ ク質 との 相 同性 も 有意 な 差 が み られ な か った 。 そ こで 、SCR1-8

の個 々 のS(:Rド メ イ ンに対 す る相 同性 にっ いて 調 べ た と こ ろ、SCR2-3は 、ヒ トのC4bp

のα鎖 のSCR2-3と34.3%、SCR5は ヒ トのFactorHのSCR2と39.3%、SCR6-7は 、

ヒ トのDAFのSCR3-4と34.4%の それ ぞれ30%を 越 え る相 同性 を示 した(図2-4)。

また 、 これ ら相 同性 の高 い配 列 は 、 そ れ ぞれ の 分 子 で 機 能 ドメ イ ン と して知 られ る

部 分 で あ る。 そ の た め 、laSCRpは 、 ヤ ツ メ ウナ ギ の 生体 内 で補 体 の 制 御 に 関係 す る

分 子 で あ る こ とが考 え られ た 。

2-3-21aSCRpのmRNAと タ ンパ ク質 の 組 織 分 布

laSCRpの ヤ ツ メ ウナ ギ で の 発 現 分 布 をmRNAと タ ンパ ク質 レベ ル で調 べ た 。mRNA

は 、laSCRpのORF全 長 の プ ロー ブ(2055by)を 用 いてRNAblot解 析 に よ り検 討 し

た 。そ の結 果 、2.5kbの 肝 臓 の み の 発 現 が検 出 され た(図2-5A)。 さ らに 、 ウサ ギ抗

laSCRp抗 体 を作 製 し、 タ ンパ ク質 レベ ル で の発 現 分 布 をproteinblot解 析 で 調 べ た 。

その 結 果 、laSCRpは 、血 清 に多 量 に存 在 し、肝 臓 を は じめ様 々な臓 器 で 少 量存 在 し

て い る ことが分 か っ た(図2-5B)。 また 、血 清 に存 在 す る もの は 、93kDaと82kDa

の2種 類 存 在 し、 今 回単 離 した 、laSCRpは 、 そのrecombinantの 分 子 量 か ら後 者 の

タ イ プ と考 え られ た 。 さ らに 、 非 還 元 条 件 下 で も 同 様 の 分 子 量 に な る こ とか ら ヒ ト

のC4bpの よ う に多 量体 を形 成 す る分 子 で は な く、単 量 体 で機 能 す る分 子 と考 え られ
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た。以上 の こ とか ら、laSCRpは 、肝臓で生合成 され 、血液 中に分泌 され る分泌型 タ

ンパ ク質 であ り、肝臓 をは じめ様 々な臓器 では、血管 を通 じて接着 す るか、細 胞 内

に多 少蓄積 して いる ことが考 え られた。

2-3-31aSCRpの 糖 鎖付加

IaSCRpのSCR2に は2つ の、SCR3に は3つ の、SCR5に は1つ の、計6つ のN一

結合型糖 鎖付加 配列が存在 する(図2-3)。 実際 、RK13細 胞 で作製 したrecombinant

laSCRpは 、SDS-PAGE上 で、ア ミノ酸配列 か ら予測 され る分子量74k(FlagとHis×

6を 合わせ た分子量;76k)を 越 える分子量82kDaを 示す。 この分子量 の違 いが糖鎖

に よるもの かを調 べる ため に、N-glycosidaseを 用 いた 、糖鎖消 化処理 を行 った。そ

の結果 、recombinantで は 、N-glycosidase処 理後76虹)aの 分子量 にシフ トした。また 、

血清 中のIaSCRpも2つ の タイプが共通 に4～6kDaの 分子量 の シフ トがみ られ た(図

2-6)。特 に、血清 中の低 分子量の もの は、recombinantlaSCRpと 糖鎖消化前後 で分子

量 がほぼ同 じであ った 。 この ことか ら、IaSCRpは 、N一結合型糖鎖 を持 つ分子 で、血

清 中の2タ イプの ものは、N一結 合型糖鎖修飾 に由来 す るもので はな く、その他 の修

飾 か 、alternativesplicing型 の分子 も しくは、タ ンパ ク質の構造 が非常 によ く似 た分

子 である と考 えられ た。

2-3・4ヤ ツ メウナギ血 清中のC3の 沈着 とIaSCRの 相 関性

ヤ ツメ ウナギは、抗体 を持 たない動物であ るが、C3、FactorB、MASPな どの補体

因子 がcDNAレ ベルで単離 されて いる ことか ら(27,39-41)、 古典的経路 以外の補体

活性化経路 が存在 する ことが考 え られ る。実際に、ヤ ツメ ウナギのC3は 、第二経 路

活性 化物 質で ある酵母 の細胞壁成 分のzymosanに よってその沈着が誘 導 され る(ref

39)。 そ こで、出芽酵 母(L-40;Saccharomycescerevisiae)を 用 いて、補体 活性化 時の

ヤ ツメウナギの血清 中のC3と1aSCRpと の関係 を調 べた。その結果 、C3は 、血 清量

依存 的にその結合量 が上昇 し、それ に応 じてlaSCRpも 結合量 が増加する ことが分か

った(図2-7)。 さ らに、EDTA存 在下(第 二経路の活性 化は 、M92+が 必要 とされる)で

は 、C3、laSCRpの どち らも酵母 に対す る結合性 が全 く無 くなる ことか ら、laSCRp

は、おそ ら く補体 の活性 化依存的 に活性型C3(C3b)に 結合 する と考え られ た。
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A)
5' IaSCRpcDNA 3'

M

2
1'

3
'

'
t4

.4

1stPCR 2ndPCR

」,5`-ACATiTGACCACITi'ACAYTG3'

2.5曹・CGACCCATG(:GGGCCTCTCA・3聖

3.5'-GGTITGTTGTACGTTCGGTG3'

4.5'-TCTCrGCCCACCTCTTAAGA-3'

5'-ACATITGACCACTITACAYTG3'

5'-TCTCACACTGCACCTCTCGG-3'

5'-TCGGTGCAACATCCATAGTG3'

5'-TTCCAGTGTCTCGATAATGG3'

Y:TorC

B)
1 2 EcoRIinsertDNA EcoRI一

1.T3primer:5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3'

2.SKprimer:5'-CGCTCTAGAACTAGTGGATC-3'

図2・21aSCRpのcDNA配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 戦 略

IaSCRpに 特 異 的 な プ ラ イ マ ー(へ 矢 印)と ラ イ ブラ リーの ベ クタ ‐pBluescript

IISKに 対 す る プ ラ イ マ ー(B,矢 印)を 用 いて 、nestedPCRを 行 い 、IaSCRpの

DNA断 片(1～4)を 得 た(勾(図1-2参 照)。 また 、pBluescriptIISKに 対 す る プ ラ

イ マ ー とその 作 製 場 所 を示 した(B)。 な お 、開 始 メチ オ ニ ン、ス トップ コ ドン

はMとasteriskで そ れ ぞ れ示 した 。
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雪CCC瓦CGCG馨GGG㎜ ゑτム?管GCClOO

26

C恥TGCムGCTCC雪 ムGCC蟷 ムCACAACATTTCAAAC册C互 聯 ムCハG鵬 袖G臓GCTTGムCCCCAC聖TC蕊CGCC^C^CCTCCGCTTTTCAACムC斑20。

Lム ムPSLD雪 τF。 聖SSTヨ 茗ES二 ①PLEゑ 雪PPLP蕊 雪 麗59

GGTTCCTCACCTTGGCACAACATTTCAAACTTCACCTCCAGAACAAGAGAGCTTGACCCCACCTCAATCCATACCTCCGCTTTTCAACACTATGGATGTT

VYHLGTTFQTSPPEQESLTPPQSIPPLPHTMDV

£・・睾・騨 ε騨;・AATI糟GCP・TCCCP鬟 ・TCP・G§・・;CCGG・・nax・塗・・;・轗 購 ・含CT踏 ・・CTGC
LP・ ・詈

ACTCGGACGTCGTGAGTGGGTGGAGCGAGGAC

SDVVSGWSED至 聖C霎為C嚢GG睾ハGGGGG晝ム聖G畧 聖C塗CA霎ムC£CC畧GCεムGAGTGGCTTCACTGACSGPTD至TCCAGGCCCGCCG4ARR

SCR2CTTCTCCATTG
TGTGCGAAAGTGATAACGACTCTCCGGGCAAACTGCGCTGGAGCAGCCCGTACTTCCTGTGTCAApTCACTTGTGGGCGTCCGGAGAAC

FSIVCESDWDSPGRLRWSSPYFLCQTCGRPEB

舳

CCTGCCAAC

PAH:GGTTTGTGGAAGGFO8G糊ACACCTTTGGGTCCBCTPGSTム 鬘?C蠢C為;'C委亙響GAGAGGATACTTCGTGTTTGGAGCRGYPVPGA凹 艷

SCR3
Cム肥G聖C勘GムTGACGG蚣 雪聖GGGゑ τムACTTムGTTCCGGAGTGCCGムGGTGCAGTGTGムG瓦GGCCCCC為 望GGG讐CG轟GCムCGG真GムGGCGGTGTTAAA

CODDG口 贄DHLVPヨCRVΩC2RPP胃VεEGEム ▽L
H

C至讐i醐 醗C蕊 霎ム聖曙 ムG;Cム:GC;TC至TT:雪響 鬮C;TCCAGTGCCTCG

QCLD

SCR4
AAAAATCTTCCTTムC曽GC為G

K蕩LPアCRL昼 麗CR

300

92

400
126

500

ユ59

600

ユ92

goo

226

800

259

ATGGGGCCCG900

WGP292

CCC聖 聖CムCA聖G聖GCムAGCATCCGCCCCCCATCGCCゑACGCCATGCAG,聖GTGGAGC為CTCムGC為GムGC雪 ムCGムGC聖GGlOOO

厨 ム 駈 ΩL翼STΩOSYELG326H PPP工A

Ge乱CG鵡CG聖GCGC?ムCCGC田GC鰓CCGGGC2為CACAGTGTCGCGCGムCTCGTCCTACT聖C蕊 磐CG聖G雪GCG?C麟Cム7CGムCGGτC雪GGCC舳 ㈱G為C

聖 覲 マRYRC蕊PGYTVSRDSS了FエVCV酋 工DGLムR駕 丁

・CCGC
PQ・ ・AAGCTCAAxzx・ぎ・・ε・G臨 蹕 琴 ・TTCCPP・・畧・囎 ・・;AEAATG6G・・霎・・婁・i畄 醐 ・言撃 蝨・G婁・TGG・・實・・睾・・皇・・

uoo

359

工200

392

G珊 ム田C為C,G職CCムCGGムTATATTATGGGaGAAAGGCAAXTG為C飴G孔GムG聖GC鵬GC里Gム 曇GG臟 螂G聖 聖ムCCAAACTCTCCTGTGTGTGAAC130。

vYEC旧HG了 工 凹GERO麗 ロREc瓢 ム 。GH聾LP翼SP▽c2P426

・嚥SCR6GCCCAGAGCCTCTTGAAATCC

PEPLEIP・ ・晝・轡C全 ・・書・轡C奮 ・・きGCCTGL至・・婁・・言・・きGCGTCATCCGGTAVIBY・CGtTGCAARC9・ ε・・asx・400959

SCR7
AATGCAGCTGATGGGTCCCAGCCTGCGCACATGCCAAGCGGACムGC^CG聖GGゑG馨GムCCaCGムGCCCムTλ 望G娵CTGTTCTCTGCCCACCTCTT紬Gエ50。

HΩL麗GPS二RTCΩ 瓦DS聖 贄SDEEPエC麗VLCPPLK492

AATATCGAGAATGGAAAGTGGCTGGGCGGGGABGGCACCGACAGTGTTGTGAGGTTTAGCTGCAACGAAGGTTTTTTGCTGGCTGGGCAGGATACAATCA

az彦
G雙 。ε,畆 塁、Gき,&。ε,BGTDSV▽ ・ ・SC闘G・ ・L・ ・ 。 ・ …

SCR-like
C聖雪GCC囎CCG脚GGGC義G聖GG曹CムGGム 蠍CCムCCCムC册G聖C混 鵬,G碧GCCC聖CCムCCGゑCCCTGGACCGATATGCCGCCATACCTCAGム?C龍

CLP闘G。 駕SG呈PPTcΩVCPPP層LD玖Y為 ムIPΩ1エ

RDKO薯F聖VGERVEFヨCG

AGGTGGCAGCAGGTGGム 為為ムGCACTTCTTACATCCCTCGGGATGG袖 ム讐G

蕊 臂OΩVERロ ヨLHPSG習 翼C

CムGAGムC袖GCムGT為C囎CACA鑽GG盈GムG為 ㈱TGGAGTTTCACTGCGGCGG蕊GGC斑CGCG脚GG聖eC蹴 ムCCCTCGTGTGCAAC鵬 聖GGC麗

GGア 盈D鴨SYTLVCLIK闇 巳

SCR8
TGGCATTCTGTTACAGGCCコ 畆GCCハAACTT為AATGCAGTTATTGCハ ム

ムFCYRPKP寳L踴AVエ ムR

1600

526

i700

559

isoo

592

1900

626

GG鳥GC聖 ゑCG肱CゑC鵬GムCTTTTムCCCCGTCGGTAAGTATGCTTATTTTGATTGCAAGC囎GGム ㌘鵬C磐 雪CCG鵬CC斑GGム,ムCTムCムTGGAATG2。00

SY8且 工DFYPVG翼YムYPDC翼zG冨TS三 ゑYGヨ 冨 麗EC659

聖GC塊G聖CGAC鵬GGムGG聖GAAACTTゑCTGG鵬CCC,ムC-GCムCGCTGTATTG螂GCゑG脇GATGGTム 鵬 楓GG聖GC墾CGC朏G辮CCG21。 。

ムVDKGGE,Y質 翼PYK翼 ムRCエ ゑGRR鷺y・684

CCGATCAGAGCTCTGCGATGGGGACTTTGATCGCATACGATGTTCATCTCTGGTCACAATGTTTTTTTTTTAATGACATTGTATTGCGTGGCGTCATTTA2200

鵬 ム雪囃TTCTGTBTTGG蚣TAAAATCAAATAAAATCTGCATGTCAACC一 ム227エー

図2-3LampreySCRprotein(laSCRp)のcDNAと ア ミ ノ酸 配 列

laSCRpのcDNA配 列 と予測 され る ア ミ ノ酸 配 列 を示 した
。laSCRのcDNAを 得 る ため

に用 い た ＼縮 重 プ ラ イマ ーは 、矢 印 で示 した 。 ま た 、 シ グナ ル ペ プ チ ド(SP)を 下 線

で 、N一 型糖 鎖 付 加 配 列 を 白抜 き文 字 で 、polyadenylationsignalを 二 重 下線 で それ ぞ れ

示 した 。
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(A)C4bpaSCR2-334.3%

(B)FactorHSCR239.3%

(C)DAFSCR3-434.4%

図2・41aSCRpと 既 知 のSCRタ ンパ ク質 との ア ミ ノ酸 の相 同性

laSCRpの 個 々 のSCRド メ イ ンと既 知 のSCRタ ンパ ク質 との相 同性 を示 した 。

上 段 にlaSCRpの 模 式 図 を示 した 。IaSCRpのSCR2-3は 、 ヒ トのC4bpのSCR2-3

と34.3%(A)、SCR5は ヒ トのFactorHのSCR2と39・3%㊤)・SCR6-71ま ・ ヒ トの

DAFのSCR3-4と34.4%(C)の 高 い相 同性 を 示 した 。
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A)

紬) 識論鳶
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㈱

237

隻35

」
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圏
B)

㈱a) 蕊 ぷ轍 〆
2総 一

蠶6一

663一

42嘗4一

←%紛 鬣
←82励 鍵

図2・51aSCRpのmRNAと タ ンパ ク質 の 組 織 分 布

AIaSCRpの 夏hRNAの 組 織 分 布 様 々 な ヤ ツ メ ウナ ギ 組織 のtotalRNAを

各20ｵgず つ1・0%(w/v)ア ガ ロ ース ゲ ル で 分離 し、laSCRpのORFの 塩 基 配 列

を プ ロー ブ に用 いて 、1aSCRpのmRNAを 検 出 した 。

BIaSCRpの タ ン パ ク質 の組 織 分 布 様 々な ヤ ツ メ ウナ ギ の 組 織 の 可 溶 化

物(100ｵg)を 用 い て 、proteinblot解 析 を行 った 。 この 図 は 、還 元 条 件 下 、
75%(wlv)ア ク リル ア ミ ドゲ ル でlaSCRpポ ロク ロ ーナ ル抗 体 を用 いて

1aSCRpタ ンパ ク 質 を検 出 した もの を示 した 。
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図2-61aSCRpの 糖 鎖 処 理

血 清 由 来 のlaSCRp(レ ー ン1、N-glycosidase未 処 理 、 レ ー ン2、N-

glycosidase処 理)とrecombinantのlaSCRp(レ ー ン3、N-glycosidase

未 処 理 、 レ ー ン4、N-glycosidase処 理)のN一 結 合 型 糖 鎖 消 化 を 行 っ

た 。 血 清 中 の 高 分 子 量 のlaSCRpは 、 約3.4kDa(93.1→89.7kDa)の 、

recombinantのlaSCRpは 、 約6kDa(82.2→76.4kDa)の 分 子 量 の シ

フ トが あ っ た 。 ま た 、 血 清 由 来 のlaSCRpの 低 分 子 量 の も の は 、

recombinantlaSCRpと 糖 鎖 処 理 前 後 で ほ ぼ 同 じ分 子 量 を 示 した 。
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図2・7ヤ ツ メ ウナギ のC3の 沈 着 とlaSCRpの 相 関性

ヤ ツ メ ウナ ギ の 補 体 系 の 活性 化 と1aSCRpと の 関係 を調 べ る ため に
、 出 芽 酵 母

(Saccharomycescerevisiae)を 用 いた 、血 清 中 のC3と1aSCRpの 結合 量 をFACSで

調 べ た 。C3、laSCRp(薄 線)は 、 それ ぞれ 特 異 的 な ポ リク ロ ーナ ル 抗 体 で検 出

した 。 また 、 コ ン トロー ルのIgGは 、 濃線 で示 した
。
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2-4考 察

現在 まで に、ヤツ メウナギでは、補体系 で 中心的な役割 をす る補体 因子C3、 第 二

経 路で機能 するFactorB、 さ らに レクチ ン経路で機能するMASPの3つ の補体 系 タ

ンパ ク質の一次構造 を示す報告 がな されて いる(ref27,40,41)。 この3つ の タンパ ク

質の存在 か ら、ヤ ツメ ウナギで は少な くとも第 二経 路 、 レクチ ン経路 の存在 が示唆

され る。実 際に、第 二経路活性 化物質 であ る、出芽酵母の細胞壁構成 成分zymosan

上でヤ ツメ ウナギC3の 沈着 が誘導 され る(図2。7)(ref39)。 一方、免疫 グロブ リンに

依存 す る古 典的経路 の存在 を証 明 しうる分子 は 、未 だ同定 されて いな い。 この理 由

には、1)ヤ ツメウナ ギで は、免疫 グロブ リンの機能 が知 られてお らず 、抗体 を持 た

な い動物 であると考 え られて いる。2)ほ 乳類 のC3は 、α、βの2つ のサ ブユニ ッ ト

か ら成 るのに対 し、ヤ ツメウナギのC3は 、α、β、Yの3つ のサ ブユニ ッ トか ら成 り(ref

39-40)、C4と 構造的 に類似 す る。 この ことによ り、ヤ ツメウナギは、C4を 持 たな い

動物種 と考 え られ て いる ことに起 因する。 さ らに、ヤ ツメウナギ には、補体の活性

化 を介 したオプ ソニ ン化 の存在 も示 唆されて いるが 、これ も第二経路 または、 レク

チ ン経 路 によ るもの と考 え られ る。そのため オプ ソニ ン化 は、も とも と第二経路 か

レクチ ン経路 に由来 する初期 免疫機構 と考 え られる 。 この よ うに、ヤ ツメ ウナギの

補体 系 は ご く少数 の補体 因子 の解析 の報 告 のみで 、その制御機構 に至 っては存 在の

必要性 を含 めて全 く解 明 されて いな い。本 章の結果 は、世界 で初 めて 、抗体 を持 た

な い円 口類 のヤツメ ウナギ にお いて補体制御分子 の存在 を示 唆する結果である。

ほ乳類 よ り下等生物の細胞膜 結合型補体制御分子 は、前章で報告 した鳥類のCremp

が初 めて報 告 され た分子で ある(ref38)。 一方、可溶型の分子で は、硬 骨魚類の サ ン

ドバスでC4bp、FactorHに 類似 する、SBP1と いう分子 の報告 がある(ref10-12)。 こ

の分子 は、SCRを17個 もつ分子で、血 清中のプ ロテアーゼの コフ ァクターと して働

き、ニ ジマスのC3bを 限定分解 す る機 能 をもつ と考 えられ る。今回筆者が単離 した

分子 は 、硬 骨魚類 よ りもさ らに下等 な動 物 であ るヤ ツメ ウナギにお いて単離 され た

分子 であ り、その分子構造 は、8つ のSCRド メイ ンと1つ のSCR-1ikeド メインを持

つ分 泌型のSCR型 タ ンパク質であ った。 この分子 は、分子 骨格 が ヒ トのC4bpα 鎖 と

類似 して いるが、その分子 全体 の相 同性 や単 量体 で存在 する ことか ら、 ヒ トのC4bp

のホモ ログタ ンパ ク質 ではな い と考 え られ る。 また、laSCRpは 、分子全体の相 同性

が既知のSCRタ ンパ ク質 と有意差 がな い ことか ら、単純 に既 知のSCRタ ンパ ク質の

ホモ ログ とも考 えに くい。laSCRpの 個 々のSCRド メインは、SCR2-3が ヒ トのC4bpα

鎖のSCR2-3に34.3%、SCR5が ヒ トのFactorHのSCR2に39.3%、SCR6-7が 、 ヒ ト

のDAFのSCR3-4に34.4%の 高 い相 同性 を示す。 これ ら相 同性 から、laSCRpは 、 ヒ
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トで報告 されて いる様 々なSCR型 タンパク質のハ イブ リッ トタ ンパ ク質で ある こと

が示唆 され る。ニ ワ トリのCrempは 、MCPとDAFに 類似 した ドメイン構造 を保持

す る。ニ ワ トリよ りさ らに下等な動物 であるヤ ツメ ウナ ギで は、 さ らに プ ロ トタイ

プのSCRタ ンパク質が存 在 し、今 回単離 したlaSCRpは 、脊椎動物 におけるSCRタ

ンパ ク質 のプ ロ トタイプに近 いタ ンパク質 であ るかも しれ な い。 さ らに、 これ ら分

子の相 同性の高 い部分 は、補体制御 の機能 ドメイ ンに相当 する。この ことか ら、laSCRp

は、補体 を制御 す る分子 と考 え られ る。

今回単離 した、laSCRpは 、血清 中で は、少な くとも2種 類存在 す る と考 え られる。

マ ウス 、ラ ッ トのFactorHは 、血 小板上で シアル酸 を介 して細胞膜 に結合 して いる

タイプが存在す る(ref42)。 齧歯類 では、血小板 にはCR1が 発 現 して お らず、CR1

の代わ りに分泌型のFactorHが 血 小板でIAR(immuneadherencereceptor)と して機能

して いる と考 え られ る。 この機 能 は、少ない遺 伝子 で生命 現象 を維持 す る下 等生物

で は有用 であ り、ヤ ツメウナギ由来のlaSCRpに も同 じよ うな修飾 がある可能性 があ

る。 また 、 ヒ トでは、 い くつかのFactorHに 類似 す るタ ンパク質(FactorH-related

protein)が 単離 されて いる。laSCRpのproteinblot解 析 の結果 か ら、laSCRpは 、様 々

な臓器で 分子 量の異な るタイプが存在 し、血清 中 には少 な くとも2種 類の分子 が存

在 する。 この ことか ら、laSCRpも1種 類の分子 だ けではな く、alternativesplicingを

受 けた分子 や糖鎖な どの修飾 を受けた分子 が多数存在 す る と考 え られ る。

さ らに、laSCRpは 、出芽酵母上でC3の 沈 着依 存的 に結合量 を増 加 し、EDTA存

在下 でそ の活性 を失 うことか ら、補体 の活性 化依存 的 に作 用 しうる分 子 であ る。 ま

た、下等 生物の補体制御 系の反応 には、2価 の金属 イオ ンが必要 とされ る(SBP-1の

場合 は・(h2+イ オ ンが必要)(ref43)。 そのため 、laSCRpもC3bと の結合 で2価 の金

属 イオ ンを必要 と し、おそ ら くC3bを 介 して酵母 に結合 して いるこ とが考え られ る。

今後 は・ さらに詳細 な分子 間の補体制御活性 を示 す解析 を行 い、laSCRpの 補体 制御

能 を検討 する予定 である。
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〈第三章 〉マ ウスMCPの 解析

ヒ トのMCPのmRNAは 、4.Okbと1.5kbの もの が存在 し、4.Okbの ものは 、い く

つ かのalternativesplicefromが 存在 し、広範囲 にわた ってその発現 が確認 され る(ref

44-45)。 一方 、1.5kbのmRNAは 、精巣 に特異的 に発現 し、精子 では、先体部 に局

在す る。その機能 は、MCPの 抗体 で精子 と卵の結合 、融合 が顕 著 に阻害 され る こと

か ら(ref19,46)、MCPは 従来の補体制御機能 に加 え、受精 のステ ップに必要 な因子

で あることが推測 される。

一方、マ ウスのMCPは 、発現分布 が精巣 に限 られ る(ref16)。 マ ウスでは広範囲

に発現するCrryが 補体制御 の主要 な分子で あると考 え られ るため(ref9,20)、 マ ウ

スにおいてMCPは 、体細胞で機能す る補体 制御分子 とは考 えに くい。そのため、マ

ウスMCPは 、 ヒ トMCPよ りも精巣 に特 殊化 したタ ンパ ク質で あると考 えられる。

また、その他 、既知の補体制御 型SCRタ ンパク質も精 巣 または 、精巣上体 に発現 が

集 中 している(ref13-18)。 この解 釈 と して は、子 宮の補 体 因子 の攻撃 か ら精子 を防

御 して いる ことが考 え られ る。 しか し、直接 的な証拠 は な く、その発現 分布 のみの

解釈 である と言わ ざるえな い。本研 究では、MCPの 補体制御 と受精 因子 と しての関

わ りをよ り生理 的 に調べ るため に、ジー ンターゲ テ ィ ング法 を用 いて その解析 を行

った。
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3-1実 験 材 料 お よ び試 薬

3-1。1抗 体

ハム ス タ ー抗 マ ウスDAFモ ノ ク ロ ーナ ル 抗体(RIKO-3)は 、名 古 屋 大 学 の 岡 田 秀親

博 士 に よ り供 与 され た もの を用 いた(ref47)。 マ ウス抗 マ ウスacrosomeモ ノ ク ロ ー

ナル抗 体(OBF13)は 、大 阪大 学 の 岡部 勝 博 士 か ら供 与 され た もの を用 いた(ref48)。

ヤ ギ抗 マ ウスC3ポ1丿 ク ロー ナ ルF(ab')、 は 、CapPel社 よ り購 入 した 。 ウサ ギ 抗 マ ウ

スMCPポ リク ロー ナ ル抗 体 は 、筆 者 が 免疫 、精 製 した も の を用 いた(3-2-5参 照)。

二 次抗 体 は ・第 一 章 の もの(1-1-1参 照)に 加 え 、 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ 標 識 ヤ ギ抗 ハ ム

ス タ ーIgG抗 体(Cappel社)、FITC標 識 ヤ ギF(ab')、 抗 ハ ム ス タ ーIgG(Southelll

BiotechnologyAssociates社)、FITC標 識 ブ タ抗 ヤ ギIgG抗 体(CALTAG社)を 用 いた 。

3-1-2動 物

Acrosin!Enhancedgreenfluorecentprotein(EGFP)マ ウス は 、 大 阪 大 学 の 岡部 勝 博 士 か

ら供 与 され た もの を用 い た(ref49)。 マ ウスMCP-/一/acrosin!EGFPマ ウス(EGFP-MCP

KO)は 、 マ ウスMCP欠 損 マ ウス とacrosin/EGFPマ ウス との 交 配 で得 た 、MCP+1.

!a(;rosin/EGFP同 士 の 交 配 か ら得 た 。 また 、 その遺 伝 子 型 の選 択 は 、PCRで 行 った 。

3-1-3組 織 、血清

1-1-3参 照 。

3-1-4溶 液 お よび緩 衝 液 の 組 成

本 章 で使 用 した主 な 緩 衝 液 等 の 組 成 を項 目 ご とに ま とめ て 示 した 。

1)DNAblot解 析

泳 動 バ ッフ ァ ー(1XTAE):o.04MTris,0.04M酢 酸,1mMEDTA(pH8.o)

ゲル ロ ーデ ィ ン グバ ッフ ァ ー:50%(W/V)グ リセ ロール,1%BPB

変性 バ ッフ ァ ー:0.5NNaOH,1.5MNaC1

中和 バ ッフ ァー:0.5MTris-HCl(pH7.5),3MNaCI

その他 の 緩衝 液 等 は 、1-1-5参 照 。

2)精 子 培 養 関係

TYH培 地:119.4mMNaCI,4.8mMK(コ ,1.7mMCaC12,

1.2mMKH2PO4,1.2mMMgSO4,25.1mMNaHCO3,

5.6mMグ ル}ス,0.5mMsodiumpyruvate,

54ｵg/mlpenicillin-G,74ｵg/mlstreptomycin,
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0.4%(w/v)BSA,0.0006%phenolred

3)FACS(2)

PLP固 定 液:1%パ ラホ ルム アル デ ヒ ド,75mMリ ジ ン塩 酸塩,

37.5mMリ ン酸 バ ッフ ァー(pH7.4),

10mMsodiumperiodate

3-2実 験 方 法

3-2-1MCP遺 伝 子 欠 失 ベ クタ ーの 作 製

1291SVJマ ウス 由来 の ゲ ノムDNAを 鋳 型 と して 、MCPの5'UTを 含 む5'側 の 短腕 を

PCRで 増 幅 した 。プ ラ イ マ ー は 、以下 の通 りで あ る。

Forwazdprimer1:5'=TTGCGGCCGCATCCCAGTCTTAATTAAGGT-3'

Forwardprimer2:5'TTGCGGCCGCTAATAGTCCCACTCCCTATG-3'

Reverseprimer:5'-CCCTCGAGAGCCAGAGAGCAAG'T'ITTAA-3'

な お 、PCRに 用 いた プ ラ イマ ーに は 、5'側 にNotlサ イ ト(Forwazdprimer1,2)、XhoI

サ イ ト(Reverseprimer)を 付 加 した 。

3'側 の 長腕 に は 、129!SVJマ ウス 由来 の ゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー か らプ ラ ー クハ イ

ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 に よ り単 離 した 、MCPの エ キ ソ ン4。6を 含 む約6kbのDNA

断 片 を用 いた 。 また 、 このDNA断 片 には 、5'側 にEcoRIサ イ ト、3'側 にSalIサ イ

トを付 加 した 。 これ ら短 腕 、長 腕 は 、遺伝 子 欠 失 用 ベ クタ ー 、pPNrベ クタ ー に組 み

込 み 、MCPの エ キ ソ ン1-3を ネオ マ イ シ ン耐性 遺 伝 子 に置 き換 え る よ うな 夕 一ゲ テ

ィン グベ クタ ー を作 製 した(図3-2A)。

3-2-2MCP欠 損 マ ウス の 作 製

マ ウスMCP遺 伝 子 を欠 失 させ るた め に 、3-2-1で 作 製 した 夕 一 ゲテ ィン グベ ク ター

を(図3-2A)、D3embryonicstem(ES)cellに エ レク トロポ レー シ ョ ン法 に よ り導 入 し

た 。G418で 選 択 後 、 そ の ゲ ノムDNAか らPCRに よ り6個 の ポ ジテ ィブ コ[コニ ーを

選 別 した。 さ らに、 予想 ど お り相 同組 み 換 え が起 こって いる細 胞 株 をDNAblot解 析

に よ り、3ク ロ ー ン選 別 した 。 この3つ の細 胞 株 は 、C57BL/6Nマ ウス の ブラス トシ

ス ト期 の胚 に イ ンジ ェ ク シ ョン した 。そ の 結 果 、ge㎜Iineに 夕 一 ゲ テ ィ ングア リル

を も つ キ メ ラ マ ウス が生 まれ 、 そ の マ ウス と野 生型 マ ウス との 交配 に よ り、MCPヘ

テ ロ(+/一)マ ウス を得 た(F1マ ウス)。 さ らに 、F1マ ウス 同士 の 交 配 に よ り、MCP-/一

マ ウス を得 た(F2マ ウス)。 解 析 には 、主 に 、F2マ ウス また は 、F2マ ウス 同士 の 交

配 か ら得 たF3マ ウス を用 いた 。

43



3-2-3DNAblot解 析

ゲ ノムDNAは 、ES細 胞 や マ ウス の尾 か ら既 報 の 方 法 に従 って した抽 出 した(ref49)。

各 遺 伝 子 型 の ゲ ノムDNAは 、βo〃2H夏 制 限酵 素 に よ り消化 し、 電 気 泳 動 後 、 ゲ ル の

変性 、 中 和 を経 て 、 ナ イ ロ ン膜(Hybond-N+membrane)に 転 写 した 。 そ の 転 写 膜 は 、

MCPの エ キ ソ ン7に 相 当 す る塩 基 配 列(92bp)を プ ロ ー ブ と し、 ハ イ ブ リダ イ ゼ イ

シ ョ ンバ ッ フ ァー(Expresshybridizationbuffer)と60℃ 、1時 間反 応 させ た 。数 回 の

洗 浄 後 ・ そ の転 写 膜 は ・BAS2000Bio-ImageAnalyzer(FujiPhotofilm社)に よ って解

析 した 。

3-2-4RNAblot解 析

1-2-2参 照 。

3-2-5ウ サ ギ抗 マ ウスMCPポ リク ロー ナ ル抗 体 の 作 製

マ ウスMCPに 対 す る ポ リク ローナ ル 抗 体 を作 製 す る ため に 、MCPの 抗 原 の作 製 を

行 っ た 。 マ ウスMCPタ ンパ ク質 を発 現 させ るた め の プ ラ ス ミ ドDNAは 、MCPのN

末 端 にKozak配 列 、C末 端 に ヒス チ ジ ンが6つ 付 加 す るよ うに構 築 したDNA配 列 を

ほ乳 類 発 現 ペ クタ ーpME18sのEcoRIサ イ トに挿 入 し、作 製 した 。MCP抗 原 と して 、

この プ ラ ス ミ ドDNAをRK13細 胞 にlipofectAMINEReagentを 用 いて 導 入 し、 細 胞

その もの を用 いた 。以 下 の 方 法 ば 、1-2-3参 照 。

-

1-2-4参 照 。

3-2-7糖 鎖 消化 処 理

MCPの 糖 鎖 付 加 を調 べ るた め に 、N-glycosidaseを 用 いて糖 鎖 消 化 処 理 を行 った 。 方

法 は 、1-2-8参 照 。 また 、反 応 させ たサ ンプル はSDS-PAGEで 分 離 し、 ウサ ギ抗 マ ウ

スMCP抗 体 に よ るproteinblot解 析 で シ グナ ル を検 出 した 。

3-2-8免 疫 染 色

精 巣 上 体 か ら精 子 を分 離 し、40℃ 、5分 間 の乾 燥 で ス ラ イ ドガ ラ ス に 精 子 を付 着 させ

た 。以 下 の 方法 は 、1。2-7参 照 。 また 、 マ ウスMCPは 、20ｵg!皿 の 抗 体 濃 度 の ウサ

ギ抗 マ ウスMCP抗 体 を用 いて検 出 した 。
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3-2-9FAGS

マ ウスMCPとDAFの 精 子 膜 表面 上 と先 体 内膜 の 発 現 、 お よび精 子 中 のtotalprotein

量 をFACSで 調 べ た。精 子 の膜 表 面 は 、精 巣 上 体 か ら精 子 を分 離 し、PBSで 数 回洗

浄 後 、抗 体反 応 を行 った 。先 体 内膜 は 、精 子 をTYHで2時 間培 養 後 、終 濃 度10ｵMCat+

イオ ノフ オアA23187(Sigma社)で20分 間 培 養 した もの を用 いた 。 また 、FACSの

方 法 は 、1-2-6に 従 った。MCPとDAFのtotalprotein量 は 、PLP固 定 液 を用 いて 行 っ

た 。詳 細 は 、精 巣 上 体 の 精 子 をPBSで 洗 浄 後 、 ボル テ ックス で撹 拌 しな が らPLP固

定 液 を11nl加 え、4℃ 、20分 間静 置 した 。再 度PBSで 洗 浄後 、0.4mg/mlsaponin/10%

goatse㎜(二 次 抗 体 と同 じ動 物 種)凪(Sバ ッフ ァー で室 温 、1時 間静 置 した 。 同様

の バ ッフ ァ ーで各 一 次抗 体(ウ サ ギ抗 マ ウスMCP抗 体;50ｵg!ml,ウ サ ギ 抗 マ ウス

DAF抗 体;25ｵg/ml)を 希 釈 した抗 体 反 応 液 で4℃ 、1時 間 反応 、数 回 の洗 浄 後 、 二 次

抗体 を 反応 させ た 。

3-2-10体 外 受精

8週 齢 の 雌 のBDF1マ ウス を過 排 卵 させ る た め に 、マ ウス の 腹腔 に51Uのpregnant:mare

serumgonadotropin(PMS)(Sigma社)を 注 入 、48時 間後 に51Uのhumanchorionic

gonadotropin(hCG)(Sigma社)を 注射 した 。13-15時 間後 に卵 管膨 大 部 か ら未 受 精 卵

を回 収 し、TYH培 地 で培 養 し、0.01%(wlv)Hyaluronidase(Sigma社)に よ り卵 丘 細 胞

を取 り除 い た。 また 、透 明 帯 を取 り除 く場 合 は 、acidictyrode(Sigma社)を 用 い た 。

精 巣 上 体 か ら得 た精 子 は 、TYH培 地 で37℃ 、2時 間培 養 後 、終 濃 度1-2×105sperms/ml

に な る よ うに卵細 胞 の含 まれ る培 地 に加 え た 。

3-2-11輸 卵管 中 に お け る受 精率 の測 定

3-2-10の よ うに過 排 卵 マ ウス を準 備 し、hCG注 射後 に各 遺 伝 子 型 の 雄 マ ウス を 同 ゲ

ー ジ に 入 れ た
。次 の 日の朝 、 雌 の 窒 に プ ラ グ を確 認 後 、卵 管 膨 大 部 よ り卵 細 胞 を採

取 した 。 ま た この 時 、細 胞 質 が 異 常 な卵 細 胞 は取 り除 い た 。受 精 卵 と未 受 精 卵 の違

い は 、Hoechst33342(Sigma社)染 色 に よ って 、前 核 を染 め 蛍 光顕 微 鏡 下 で観 察 す る

ことで 、確 認 した 。

3-2。12C3沈 着解 析

MCP欠 損 マ ウス の精 子 上 で のC3の 沈 着 は 、FACSに よ って調 べ た 。精 巣 上 体 か ら分

離 した 精子(1×107個)は 、TYH培 地 で37℃ 、2時 間 の前 培 養 を行 った 。 ま た 、先

体 反 応 後 の精 子 は 、終 濃 度10ｵMのCa2+イ オ ノフ ォア を加 え調 製 した 。数 回の 洗 浄

後 、 そ れ らの精 子 は 、1110,000希 釈 のOBF13で 感作 を行 い、GVB2"で 希 釈 した10%
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マ ウス血 清 を加 え、37℃ 、20分 間で補体 の活性 化 を助長 した。 その精子 は、数 回の

洗浄後 ・1/50希 釈 のヤギ抗 マ ウスC3抗 体 で精子上 のC3沈 着量 を測定 した。

3-2-13先 体反応の解析

MCPの 先体 反応での関与 を調べ るため に、MCP-/.マ ウス にacrosin/EGFPマ ウス を交

配 し、EGFP-MCPKOと なるダブル トラ ンスジ ェニ ックマ ウス を作製 した(3-1-2参

照)。 また、 この解析 の コン トロールマ ウス(野 生型EGFPマ ウス)は 、GFP-MCPKO

を作製する時 に生 まれ た同腹の マウスを用 いた。精巣上体 か ら分離 した精子 は、㎜

培地で37℃ 、20分 間のSw㎞ 一up後 、15分 間隔で経 時的に 自発的な先体 反応 をFACS

によって解析 した。また、 この実験 は、独立 した5個 体 を行 い再現性 を確 認 した 。
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3-3実 験結果

3-3-1マ ウスMCPの 組織分布 と糖鎖修飾

マ ウスMCPのmRNAは 、 ヒ トMCPと は異な り、精 巣 に特 異的 に発現 して いるこ

とが報告 されて いる(ref16)。 タ ンパク質 レベルでの発現分布 を確 認す るため に、ウ

サギ抗マ ウスMCP抗 体 を作製 し、様 々なマ ウス組織でのproteinblot解 析 を行 った。

その結果 、タ ンパ ク質 レペルで も同様 に精 巣特異 的なMCPの 発現 が確認 された(図

3-1A)。 また、精子 でのMCPも 精巣 のMCPと 同 じ46.4kDaの 分子量 のタ ンパク質 が

発現 し、N-glycosidase処 理後 の分子量 が計算上の分子量 、35.9kに なる ことか ら、 ヒ

トMCPと 同様 に(ref50)、 精子上 のマウスMCPは 、N一結合型糖鎖のみの修飾 がな

されて いる ことが分か った(図3-1B)。

3-3-2MCP欠 損マ ウスの作製 とその確 認

マ ウスMCPの ゲ ノム配列 は、11個 のエキソ ンから成 って お り、1番 染色体 に位置

して いる(ref51)。 今回、MCP欠 損マ ウスを作製 するために、エ キ ソン1-3を ネオマ

イシン耐性遺伝子 に置 き換 え、MCP遺 伝子 を欠失 させ た(図3-2A)。 また 、正常 に

相 同組 み換 えが起 こって いる ことを確認 するため に、ES細 胞 または、マ ウスの尾 か

らゲ ノムDNAを 抽 出 し、β硼HI消 化後 、エキ ソン7の 部分 のDNAを プ ローブ と し

てDNAblot解 析で確認 した。その結果 、それ ぞれの遺伝 子型 、+/+で22kb、 一/一で14kb、

+1一で両 方のバ ン ドが予想 どお り検 出 され た(図3-2B-1)。 さ らに、5'側 は、図3-2A

に示 されるプライマ ーを用 いたPCR解 析で 、それ ぞれ の遺伝子型で 予想 され るDNA

の増幅 が検 出され た(図3-2B-2)。

次 に、MCP欠 損 マ ウスのMCPの 転写 、翻 訳 レベルでの発現 につ いて調べた。マ

ウス の精巣か らtotalRNAを 抽 出後 、MCPのORF全 長 のプ ローブを用 いて、RNAblot

解析 を行 った。その結果 、+1+で は正常な1.5kbの 、.1一では0.9kbの トラ ンケー トし

たmRNAが 発現 して いる ことが分 かった(図3-2C)。 そ こで、 この トランケ ー トし

たmRNAが 翻訳 されて いるのかを調 べるため に、精巣 と精子 のproteinblot解 析 を行

った。その結果 、RNAレ ベルで は、 トラ ンケ ー トしたMCPが 発現 して いるにもか

かわ らず、タンパ ク質 レペルでは 、全 く発現 して いな いことが確 認 された(図3-2D)。

そのため、タ ンパ ク質 レベルでのMCP欠 損 ヌルマ ウスが作製 され て いる ことが分 か

った。

3-3-3精 子上のMCPの 発現局在

ほ乳類の一般的な受精 のステ ップは 、次の ような順序 で進行 する とされて いる(ref
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52)。1)ま ず初 めに・精子 は 、卵 細胞 の外側 にある透 明帯(zonapellucida)と 結合 す

る。2)精 子 は、透 明帯 と結合 し、先体反 応 を起 こす 。先体(acrosome)は 、精原 細

胞の細胞 小器官 由来 の器官で 、先体反応 は、先体 外膜 と細胞膜 との融合 によ って外

側 の膜 が遊離 し、先体 内膜(inneracrosomemembrane)が 露 出す る現象で ある。また、

実験的 に この反応 は・Ca2+イ オ ノフ ォア に よって誘導 可能 で ある。3)先 体反応 を終

えた精子 は、透 明帯 を通 過 し、4)卵 細胞 の細胞膜 と結合 、融合 し、卵細胞 を活性 化

させる(図3-3)。

ヒ トのMCPは 、精 子が受精 を成功 させ るの に重要な役割 をもつ先体部 に発現局在

が示 され る。そ こで、マ ウスMCPが 精子の どの部分 に発現 するのかを調 べるために、

免疫染色 によ って検討 した。その結果 、MCPは 、先体 全体 に蛍光 を発 しているため、

精子の先体 の全域 に発現 して いる と考 え られ た(図3。4A)。 さ らに詳細 な発現局在 は、

FACSで 解析 した。その解析 で は、精子の細胞膜 表面 と先体 内膜 、さ らに、精子全体

のMCPタ ンパク質 を調べた。 その結果 、精子の先体 内膜 が強 く蛍光 を発 する ことが

分 かった。 さらに、マ ウスMCPは 、 ヒ トMCPと は異 な り、精子の細胞膜表面上 に

も発現 して いる ことが分 かった(図3-4B)。 また、MCPと 同 じSCRタ ンパ ク質のDAF

の発現局 在は、ヒ トDAFと 同様 の細胞膜 表面 に限 られ る ことも分 かった(図3-4B)。

なお、MCP欠 損マ ウスは、 どの解析 にお いて もその発現 が検 出され なか った(図3-

..・

3-3-4F2マ ウスの遺伝 子型

F1マ ウス同士 を交配 して得 られ るF2マ ウスの遺伝 子型 は、野生(+1+):ヘ テ ロ

(+/一):ホ モ(≠)=26:58:28(匹)と ほ1まメンデルの法則 に従 った。 また、MCP欠 損

マ ウスは 、雌雄 ともに健康 に育 ち、外 見的 にも何 ら異 常は認め られなか った。

3。3-5MCP欠 損雄 マ ウスの平均 産仔数 と受精率

MCP欠 損 マ ウスの受精能 力の検討 を行 った 。まず初 め に、それぞれ の遺伝子 型の

雌雄の 自然交配か ら平均産仔数 をもとめた 。その結果 、MCP欠 損 マ ウスか らは、正

常にその子 が生 まれ 、精子で発現 するMCPの 欠損 が原 因では、不妊 にな らな いこ と

が分 かった(表3-1)。 さ らに、体外受精の結果 か らも、正 常に精子が卵細胞 に受精す

る ことが分か った(表3-2)。 しか し、雄の野生型マ ウスの平均産仔数 、7.4、7.9に 対

して、雄 のMCP欠 損 マ ウスの平均産仔数8.2、9.0と 若干数 なが ら、MCP欠 損マ ウ

スの ほ うが多 く出産 され る傾 向 が ある こ とが分 か った 。 さ らに、近 交系 マ ウスの

C57BL/6Nマ ウス 、DBA!2Nマ ウスの雌 と交配 させて も、MCP欠 損 マ ウスのほ うが

約1匹 多 く出産 され る同 じ傾 向を示 した(図3-5A)。 さ らに、過排卵させたマ ウス の
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交配 によ り得 た受精卵か ら、受精率 をも とめた 。その結果 、≠は+/+よ りも10%程 度

の受精率が上昇 して いる ことが分か った(図3-5B)。

3-3-6MCP欠 損 マ ウス精子 への補体成分C3の 沈着

精巣上のMCPの 補体制御能 を調 べ るため に、精子 に対 するマ ウスの補体 成分C3

の沈着量 を調べ た。その結果 、野生型 マ ウス と比較 するとMCP欠 損 マ ウスは、先体

反応後 の精子で若干C3の 沈着量 が上昇す るものの、顕著な差は認 め られなかった(図

3-6)。C3の 分解 産物の沈着 を考慮す る と、MCPは 、完全 に補体制御 分子 と して機

能 して いない とは言 い切 れ な いが、補体制御 に主 要 に働 く分子 ではな い ことが分 か

った。 また、MCPの 補 体制御能 が直接 、受精率 に関係 しないことも分 か った。

3-3-7MCP欠 損 マ ウス精子 による先体反応 の経 時変化

受精率の違 いをさ らに詳 細 に調べ るため に、EGFPマ ウスの精子 を用 いた先体反応

の速度の違 いを調べた。 このEGFPマ ウスのEGFPに は、acrosinと いう先体部 に局

在 す るプ ロテア ーゼの プ ロモ ーター とシグナルペ プチ ドを融合 させ て いるため 、そ

の精子 は、通常、先体部で蛍光 を発 して いる。この精子が 、一度 先体反応 する とGFP

は先体 の外 に分泌 され先体部 の蛍光 が消失す る(図3-7)。 この性質 を利用 して 、よ り

正確な先体反応 の経 時変化 を調 べる ため に、EGFP-MCP欠 損 マ ウスを作製 し、その

解析 を行 った。

精子 は、TYHと いう特 殊 な培地 で飼 うこ とで 、 自然 に先体反応 を起 こす。精巣上

体 か ら得 た精子 をTYH培 地 でイ ンキ ュベ ー シ ョン後 、15分 ごとにFACSに よって

先体反応 した精子の割合(%)を もとめ た。その結果、有意 にMCP欠 損 マ ウスの方

が先体反応 しやすい ことが分か った(図3-8)。 この結果 か ら、MCPは 、精子 と卵細

胞 の結 合 に直接影響 す る分子 ではな く、 む しろ先体反応 の制御 に関わ る分 子であ る

ことが推測 され た。
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図3・1マ ウスMCPの 組 織 分 布 と糖 鎖 修 飾

Aマ ウ スMCPの 組 織 分 布 様 々 な マ ウス組 織 を可 溶 化 し、 それ ぞ れ タ

ンパ ク質 量100ｵgず つ を12.5%(w!v)ア ク リル ア ミ ドゲ ル を 用 いて 、 非 還

元 下 でSDS-PAGE＼proteinblot解 析 を行 った 。 ま た 、マ ウスM(;Pは 、 マ

ウスMCPポ リク ロー ナル抗 体 を用 いて 検 出 した 。

Bマ ウスMCPの 糖 鎖 修 飾 精 巣 上体 の 精子 を可 溶化 後 、N-glycosidase

を 用 いて糖 鎖 を 消 化 した 。N-glywsidase未 処理 の精 子 可 溶 化 物 は、46 .4

kDaの 分 子 量 を示 す の に対 して 、処 理 した も の は 、35 .9kDaの 分子 量 に

シ フ トした 。
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図3・2MCP欠 損 マ ウスの 作 成 とそ の確 認

AMCP欠 損 マ ウスの 夕 一 ゲ テ ィ ングベ クタ ー マ ウスM(;Pの エ キ ソ ン1 -3を

ネオ マ イ シ ン耐 性 遺 伝 子 に置 き換 え、MCP遺 伝 子 を欠 失 させ た 。

BI)NAblot解 析 マ ウス 尾 か らゲ ノムDNAを 抽 出 後 、Ba〃2HI(B)消 化 した ゲ
ノムDNAを0・8%(w!v)ア ガ ロ ース ゲル で 分 離 した。DNAを ナ イ ロ ン膜 に転写 後 、
エ キ ソ ン7(ST)の 塩 基 配 列 をプ ロー ブ と して

、DNAblot解 析 を行 っ た(1)。 ま

た 、5'側 の 配列 の確 認 は 、 図 に示 され た プ ラ イ マ ーを用 いてPCRを 行 った(2)
。

CRNAblot解 析 各 遺 伝 子型 の マ ウス の 精 巣 か らtotalRNAを 抽 出 し(20ｵg)
、

MCPの 全 長 のcDNAを プ ロー ブに用 いて 、RNAblot解 析 を行 った 。

1)Proteinblot解 析 各 遺 伝 子 型 の精 巣 、精 子 の タ ンパ ク質 を可 溶 化 し
、各 タ

ンパ ク質 を100ｵgず つ非 還 元 条件 下 、12 .5%(w!v)ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル の

SDS-PAGEで 分 離 した 。PVDF膜 に転 写 後 、 マ ウスMCPポ リク ロー ナ ル抗 体 で

MCPを 検 出 した 。
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2.Aqr《)§{}磁ere縁 ¢糠o無

図3・3一 般 的なほ乳類 の受精のステ ップ1.精 子 の透 明帯へ の結 合 精子 が透

明帯 と結 合する と、先体反応 と呼 ばれる反応 が起 きる。2.先 体反 応 先体

(acrosome)は 、精原細胞の細胞小器官由来 の器官 で、先体反応 は先体外膜 と細胞

膜 との融 合によ って外側 の膜 が遊離 し、先体 内膜(inneracrosomemembrane)が 露

出す る現 象。3.透 明帯 へ の貫入4.卵 細胞 と精子の結合 、融合 このステ ップを

終 えると卵細胞 の活性 化 が起 き、受精 が完 了す る。
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図3・4MCPの 精子で の発 現局在

A精 子の免疫染色 マ ウスMCPポ リク ローナル抗体 を用 いて、精子の

免疫染色を行 った。

BFACSに よるMCP、1)AFの 発 現局 在解 析 さらに詳細な発現局在を

調べるために、FACSに よる解析 を行 った。その解析で は、精子の細胞

膜表面(薄 線)、 先体内膜(太 線)、 精子全量 のMCPま た は、DAFタ ンパ

ク質(細 線)に つ いて調 べた。また、 コン トロールIgGを 点線 、MCP欠 損

マウスの精子 にお ける全量のMCPを 中塗 りで示 した。
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表3・1各 遺伝子型の自然交配産仔数

Femalegenotype MCP-/一 MCP+/+

Malegenotype

No・ofma血gL旗er血eNo.ofma血gIftter血e

MCP-/-

MCP+/+

20

10

8.2±2.1

7.4±1.3

21

16

9.0±2.4

7.9±1.8

表3-2体 外 受精

Cumulusfreeegg Zonafreeegg

Malegenotype

No.ofeggsexaminedNo.ofspermbonnd/eggNo.ofeggsexaminedNo.ofspermbonnd/egg

MCP-/-

MCP+/+

30

.30

5.7±3.0

5.6±3.4

23

25

29.4±11.0

25.4±13.6
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図3・5MCP欠 損雄 マ ウス と近 交系雌 マウス との 自然交配 と輸卵管 内での受精 率

A近 交 系マ ウス との 自然 交配 近交系雌 マ ウス、C57BL/6N、DBA/2Nと の交配

か ら一腹 ごとの平均産仔数 をも とめた 。C57BL/6Nは 、14例 、DBA!2Nは 、32例 の

データを示 した。 また、asteriskは、有意差 を示 して いる(p<0.03)。

B輸 卵管 内での受精率PMS、hCGを 用 いて過排卵 させ たマ ウス と交配 させ 、

卵管膨 大部 にあ る受精卵の数 か ら受精 率 をも とめ た。10例 のデ ータを示 した。 ま

た、asteriskは、有意差 を示 して いる Φ<0.02)。
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図3・6MCP欠 損 マ ウス精子 の補体 因子C3の 沈着

野生型 マ ウス(薄 線)とMCP欠 損 マ ウス(濃 線)の 精子 における、補体 因子

C3の 沈着量 をFACSで 調 べた。 また、先体反応前の精子(A)と 先体反応後

の精子(B)に つ いて検討 した。
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図3・7EGFPマ ウスを用 いた先体反応の解析

AEG】 四 マ ウス の先体反応EGFPマ ウスのEGFPに は、acrosinと いう先体部

に局在する プロテ アーゼのプ ロモータ ー とシグナルペプチ ドを融合 させて いる

ため、その精子 は通常、先体 部で 蛍光 を発 している。 この精子が、一度先体反

応 する とEGFPは 先体 の外側 に分泌 され 先体部の蛍光が消 失する。

BEGFPマ ウスの先体反応 前後 の精子EGFPマ ウスの精 子は、図 に示す よ う

にEGFPが 先体部で発現す る。 また、FACSで は、先体反応前の精子は、EGFP

の 蛍光 を発する ピークで検 出され、先 体反応後 の精子は、蛍光が消失 した ピー

クで検 出され る。 この性質を利用 して、 よ り正確な先体反応 の経時的変化 を調

べ る ことがで きる。
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図3・8MCP欠 損雄 マ ウスの精 子 による先体 反応の軽 間的 変化

精巣 上体 か ら得 た精子 をTYHで 培養後 、15分 間 ごとにFACSに よって その蛍

光を解析 し、Bの よ うに全体の精子数の うち左側 の ピー ク占有率 か ら、先体

反応 した精子 の割合(%)を も とめた(A)。A23187は 、Cε2+イオ ノフ ォア を加

えて 、完全 に先体反応 を起 こ して いる精子 を示 した。 また、*P<0.03、**P

<0.006、***P<0.001は それぞれ有意差 を示 した。
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3-4考 察

本章の結果 か ら、マ ウスMCPは 、mRNA、 タ ンパ ク質の両 方で精 巣特 異的に発現

し、精子で発現するMCPは 、N一結合型糖 鎖修飾 のタ ンパ ク質で、主 に先体 内膜 に発

現 が局在する ことが明 らか となった。 この性 質 は、 ヒ トの精巣特異的 なMCPの 性質

と類似 し、マ ウスMCPを 解析す ることによ り、 ヒ トの精巣型MCPの 機 能 を予測 し

うると考 え られる。

ヒ トのMCPは 、C3b、G4bに 結合 し、FactorIの コフ ァクターと して補 体 を制御 す

る分子 と して知 られて いるが、その他 、麻 疹 、 ヒ トヘルペス タイプ6両 ウイルスの

レセプターである ことも知 られている(ref53-54)。 また 、精巣型 ヒ トMCPの 機能 は 、

2つ の グル ープによって精子 と卵細胞 の結合 、融合 に関与す る分子で ある ことが予測

された(ref19,46)。2つ のグループの うちAnderson,D.J.ら は、卵細胞の細胞膜表面

上 に補体 レセ プターCR1お よびCR3が 発現 し、C3bダ イマーを ヒ トの卵細胞 と培養

する ことでCabが 卵細胞膜 に付着 すること、同様 に、精子 にお いてもC3bダ イマ ー

が先体 に付着 し、さ らに抗 ヒ トC3抗 体 または 、抗 ヒ トMCP抗 体 を精子 に処理す る

と、精子 と卵細胞の結合 、融合が同程度阻害 され ることから、精子 上のMCPと 卵細

胞 上の補体 レセプターがC3bダ イマ ーを介 して結合 す ることを予測 した。

.しか し、CR1、CR3、C3各 欠損マ ウスは、受精可能で あ り(ref35,55,56)、 今回作

製 したMCP欠 損雄 マ ウスもまた、受精可能 である。 この ことか ら、 これ らの分子の

卵細胞 、精 子の相互作用 の関与 は 、上記の よ うな仮 説 だけで は説 明で きな い。 さ ら

に、他のscRタ ンパ ク質、GPI型DAF、crryの 欠損 マ ウスも、受精 に関 しては何 ら

異常 は見いだされて いな い(ref20,57)。 これ ら、補体 制御 タンパ ク質 は、体細胞 中

に数種類存在 し、共 同 して補体の制御 を行 っている(ref58)。 そのため、それぞれの

タ ンパ ク質1つ のみの欠損では、補体制御 や 受精 のステ ップでの機能 を他 のSCRタ

ンパ ク質 が補 う可能性 があ る。 その ため 、 これ らの タ ンパ ク質 の精 子上 での役 割 を

調 べるためには、機能補佐 を起 こさな い実験系 が必要であ ると考 え られ る。MCPや

DAFな どの補体制御分子 が、両方存在 しな い時 の精子 を解析 する ことや、生体 内で 、

C3が 全 く存在 しな い状態 でさ らにMCP、DAFの よ うな補体制御分子 が欠損 した時

の受精状態 を解析 する ことが望 まれる。

本研 究の結果 から、マ ウスMCPは 、先体 反応 を負 に制御 して いる分子 と考え られ

た。この現象 を精子 における ヒ トMCPの 解析 結果 と比較する と、ヒ トとマ ウスのMCP

は、その機能 に矛盾が生 じる。 しか し、 ヒ トの精子 を ヒ トMCP抗 体 で処理 した時 、

精子 と卵細胞 との結合 、融合 を有意に阻害 する という現象は、 ヒ トのMCPに 抗体 が

結合 す ることで、ヒ トMCPを 介 した先体 反応の負の シグナル が入 り、先体反応 を し
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て いる精子 が減 少 し、結果 的 に 、卵細胞 と精子 の結 合 、融合 が阻害 され るとも考 え

られ、 ヒ トMCPに おいてマ ウスMCPと 同様 の機能 が保存 されて いる ことが推測 で

きる。 この ことを証 明するため には 、精子 を ヒ トMCP抗 体で処理 した時の先体反応

を起 こ した精子の割合 を調 べ る必要があ ると考 え られ る。

また、ヒ トとマ ウスでは、受精 に用 いられ る分子 が異 な る。マ ウス においてADAM

(Adisintegrinandametalloprotease)フ ァミ リーのfertilin(ADAM1、2の ヘテ ロダイマ

ー)とcyritestin(ADAM3)は
、卵細胞 と精子の相互作用 に重要な分子 である(ref59-

61)。 しか し、 ヒ トにお いて 、それ ら分子 の うちADAM1、ADAM3は 、pseudogene

であ り(ref62-63)、 卵細胞 と精子 の相 互作 用 に必要 とされ な い分子 であ る。今 回解

析 したマ ウスMCPは 、 ヒ トMCPと は異 な り、受精 に直接影響する分子 ではな いこ

とが明 らかにな った。 この ことか ら、マ ウスのMCPの 機能は、種 間の違 いによ り、

ヒ トのMCPと は異 なる機能 を保持す る可能性 も考 え られ る。

精子の先体反応 は、受精 を完 成す る うえで非 常に重要なステ ップの1つ であ る。

これ まで 、先体反応 に関わ る分子 は、多数報告 され て いる。その中で も、最 近報 告

された・PLC(PhospholipaseC)δ4欠 損雄 マ ウスは、透 明帯 との結合 で先体反応 が誘

導 されな いことで・不妊 にな る ことが示 され た(ref64)。 この ことか ら、精子 の先体

反応 は、 イノシ トール1,4,5一 トリス リン酸(IP3)の シグナル伝達 を介 したCa2"の 流

入が必要 である と考 えられ る。さ らに、セ リンプ ロテ アーゼであ るacrosin欠 損雄 マ

ウス は、従 来予測 され て いた、卵透明帯 を構成 す る糖 タ ンパ ク質 の限定分解 に問題

がな く、有意 に先体反 応の遅 延 が認め られた(ref65)。 本研 究で示 され た、MCP欠

損雄 マ ウスは、補体の制御で はな く、野 生マ ウスに比べ先体反応 が有意 に早 くな り、

その受精 率 、産仔 数 にも この現象 が反 映す る。 しか し、acrosin、MCPと もに、その

現象か ら先体 反応 の制御 に関わ る分子 であ る ことが示 唆 され るが、 さ らに詳 細 な分

子 間での役 割は知 られて いな い。も し、細 密な分子 間の 関係 を明 らか にする こ とが

で きれ ば、先体反応の分子機構 の解 明 に近 づ く結果 になる と考 えられ る。

今回 、筆者は 、マ ウスのMCPが 、先体反応 を制御 する分子で あることを明 らかに

した。マ ウスの補体制御 分子 は、MCP以 外 にも精巣 または、精巣上体 に非常 に多 く

発現 して いる。 しか し、 これ ら分子 の発現意義 は 、は っ き りとは知 られて いな い。

その ため 、それ らの分子(細 胞膜 貫通型DAF、C4bp、sp56、CD59b)の 機 能解 析 と欠

損 マ ウスの作製 が期待 され 、 また、 これ らの分子 の様 々な組 み合 わせ での欠損 マ ウ

スや抗体 による機能 阻害 によ りさ らに重要 な機能 が明 らかになると考 え られ る。
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<結 論>

1)ほ 乳類 よ り下等 な動 物 で細胞膜 結合型補 体制御分 子 、Crempを 単離 す る ことに

成功 した。

2)ニ ワ トリのCrempは 、ヒ トMCP、DAFに 機能 的、構造的 に類似 する分子 であ り、

ニ ワ トリの補体 を種特異 的 に制御 す る ことを明 らかに した 。また、Crempは 、

広範 囲な臓器 に発現 す る ことか らニ ワ トリで主要 に機 能す る補 体制御 分子 であ

る と考 え られ た。

3)抗 体 を産生 しない動物 において 、SCRタ ンパ ク質(laSCRp)を 単離す る ことに成

功 した。

4)ヤ ツメ ウナギのlaSCRpは 、 ヒ トの補体 制御 分子 、G4bpα 鎖 、FactorH、DAFに

一次構造 上で類似 す る分 子で あ り
、血清 で 多量 に存在 する ことか ら、可溶 型の

補 体制御 分子 と推 測 された 。 また、ヤ ッメ ウナギの血清 中 には、少 な くとも2

種類のIaSCRpが 存在す ると考 え られた。

5)抗 体非依存 的な補体活性化 による、血清 中のC3と1aSCRpの 酵母 への結合 が同

じ挙動を示す ことか ら、1aSCRpは 、補体 系に関与 する分子であ ると推測 され た。

6)MCPの 遺伝子 を欠失 させたマ ウス を作製 した。

7)マ ウスのMCPは 、精巣特異 的に発現 し、精子上では、先体 内膜 に局在 して いた。

8)精 子 に発現す るマ ウスのMCPは 、補 体の制御 や 、精子 と卵細胞の結合 に直接影

響 す る分子 で はな く、む しろ、先体 反応 の制御 に関わ る分子 であ る ことが推測

され た。
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〈総括〉

本研 究で は、マ ウス、ニ ワ トリ、ヤ ツメ ウナギの補 体制御 分子 につ いて解 析 し、

い くつかの新 しい知 見 を得 る ことがで きた。補体 制御分子 は 、今 回解 析 した、獲得

免疫 を持 たな い動物種 であ るヤ ツメ ウナギの ような下等 な動 物種 か ら、 ヒ トに至 る

まで幅広 い動物種で保存 されて いることが明 らかにな った。 ヒ トのSCR型 補体 制御

分子の遺伝子 は、染 色体1q32に 位 置 し、RCAと 呼ばれ る遺伝子集 落 を形成 す る こ

とが知 られて いる(ref1-2)。 これ らSCRタ ンパク質は、分子 の保持 す る個 々のSCR

ドメイ ンの相 同性 か ら解析 した分子 系統樹 によ り、 さらに2つ の グル ープに分 ける

ことがで きる(図5A)(ref66)。1つ(Group1)は 、FactorHやFactorH-relatedprotein

のグル ープで ある。 このグル ープには 、サ ン ドバスのSBP1も 含 まれ る。も う1つ

(Group2)は 、C4bpα 、CR1、MCP、DAFが 含 まれる グループである。 この グル ープ

には、今回単離 したニ ワ トリのCremp、 ヤ ツメウナギの1aSCRpも 含 まれる と考 え ら

れ る(図5B)。Group1とGroup2は 、染色体上 でも7Mbも 離れ てお り、別 々の祖先

分子 に由来 すると考 え られ る。Group1は 、Celegansに おいて 、FactorHの 類似分

子(F36H2.3)が 遺伝子 レベルで単離 され てお り(補 体制御能 があ るの かは不 明)(ref

67)、この グループの分子 は、進化 的に古 い分子であ ることが推測 で きる。一方 、Group

2で は、現在 まで祖 先分子 に相 当するもの が単離 されて いない。 しか し、本研 究で単

離 したCrempやlaSCRpは 、Group2で 高 く保存 されている補 体制御 に必須 なSCRド

メイ ンを保持 して お り、現在 まで に報告 されて いる下等動物 の補体制 御 タ ンパ ク質

で、最 も進化的 に古 い動物種であ ることか ら、既知の ほ乳類 のSCRタ ンパ ク質 よ り

も祖先分子 に近 い分子で ある ことが考 えられ る。特 に、IaSCRpのSCRド メインは、

部分 的に両 グル ープの機能 ドメ インが高 く保存 され て いる こ とか ら、両 グルー プ共

通 の プ ロ トタ イプ に近 い分 子 と考 え られ る。両 グル ー プに共通 に保 存 され て いる

laSCRpの 保持 するSCRド メインによ り、Group1は 、laSCRpのSCR5様 の もの か ら、

Group2は 、SCR2-3も しくは 、SCR6-7様 のものか ら派生 して現在 のよ うな機 能分子

が形成 され た と推測 され る。 このよ うに、Cremp、IaSCRpの 単離 と機能 解析 の結果

か ら、SCRタ ンパ ク質の プ ロ トタ イプ分 子 を探 索す る ことが可能 であ り、 この結果

は、 ヒ トを含めて現存 するSCRタ ンパ ク質の補体制御 に最も重要なSCRド メイ ンを

明 らかにす ると共 に、今 まで不 明であ った下等 生物 の免疫 系の一端 を解 明 する結 果

である。

ほ乳類 の ヒ トとマ ウスでは 、補体制御 分子 は補体 の制御 以外 に機能 して いる こと

が多数報 告 されて いる。本研 究では、マ ウスのMCPが 、補体 制御 分子 であ りなが ら、

受精のステ ップの先体 反応で機 能す る分子 である ことを明 らか に した。マ ウスで は 、
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ヒ トとほぼ同様 の種類 の補体 制御分子 が発現 して いるが、それ らの発現分布 は極端

に精 巣 に集 中 して いる。 これ は、進化 の過程 の中で 、精巣 で発現す る分子 が補体 の

制御 分子 と して利用 され たの か、補体 制御 分子 が進化 上のあ る地点 で受 精 に利用 さ

れ たのかは不明で あ り、興味深 い問題で あ る。ほ乳類 よ りも下等 な動物 で単離 され

たニ ワ トリのCrempは 、 ヒ トのMCP同 様 に全 身に発現 して いる。 この ことか ら、

少 な くとも鳥類 のCrempは 、補体制御 を主要な働 きとする分子 のようで ある。 しか

し、精巣型CrempやCremp以 外の精巣特異的な補体制御分子 が存在 し、MCPと 同

様 の機 能 を保持 して いる可能性 も考 え られ る。 これ らは、受精 のモデル動物 と して

利用 され る、 ウニやホ ヤにお いて 、細胞 膜結合型補 体制御分子 の存在 と機能 を解析

する ことによ り明 らか にな る可能性 がある。

また、SCRタ ンパ ク質の受精で の役割 を調べ るため には、人為的 に遺伝子 欠損 動

物 を作製で きるマ ウス を用 いて 、MCP以 外 のSCRタ ンパ ク質 の遺伝子欠損動物 を作

製 し、精子上のSCRタ ンパ ク質 の機能 を解析 する ことが必要 と考 え られる。本研究

で解析 した、マ ウスMCPの 機能 は、今 までの推測 とは反 した結果 にな ったが、精子

のMCP本 来の機能の発見 に至 る結 果 とな った。 この ことによ り、本研究では、SCR

タ ンパク質の新 しい機 能 を見 い出 し、受精 の生理現 象の一端 を解 明す る ことがで き

たと考 えられる。
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図5分 子 系統 樹 と類似 す るSCRド メ イ ン

A分 子 系統 樹 既知のSCRタ ンパ ク質 のneighborjoiningtreeを 作 製 した(ref6(り。

B類 似 す るSCRド メ イ ン 個 々のSCRド メインの相 同性 か ら、類似 す るもの を同

じ模様 で示 した。黒塗 り(■)、 白点(鋼)は 、2つ のエキ ソンか ら成 り、機能 的 に必須

な ドメイ ンを示 した 。Crempは 、エキ ソンーイ ン トロン構造 か らこの ドメイ ンが 、2つ

のエキ ソンか ら成 ることが分 か って いる(デ ータには示 さな い)。laSCRpは 、2つ のエ

キ ソンか ら成 るのか は、現在 の ところ不明である。なお、SBP1、Cremp、1aSCRp以

外の分子 は、 ヒ トに由来す る分子 の結果 を示 した。
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