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論　　文　　の　　要　　旨

＜目的＞

　血清申補体が持続的に低値を呈する特異な腎炎患者が存在することが知られている。これは，なん

らかの原因により活性化されて生じたC3分解酵素に結合してこれを安定化させるC3nephr1tic　factor

（C3NeF）がこのような患者に存在し，血清C3を持続的に分離しているために起きた現象である

と考えられている。

　一方，やはり血清中補体が低値な腎炎患者に，C3NeFに類似の性質を持つC4nephritic　factor（C4

NeF）が発見された。これは，古典経路のC3分解酵素であるC4b2a複合体に結合して，その解離失

活を阻止することにより連続的にC3を分解し続ける。このC4NeFは，C4b2a複合体に対する自己抗

体であり，C3NeFと同様に，補体制御因子のC4－bp，I因子あるいはCR1などによるC4b2a複合体

の解離失活促進作用も阻止する。

　これらのC3分解酵素NeF結合体は，補体制御因子のC4－bp，H因子，夏因子あるいはC艮1などに

よる解離失活促進作用を受けにくいとされている。しかし，ほとんどの細胞膜上にあって，細胞膜上

に形成されたC3分解酵素にすばやく作用して，これら酵素の解離失活を促進させる補体制御因子の

ひとつであるdecay　a㏄e1erati㎎factor（DAF）が，C3分解酵素NeF結合体にどのような影響を与え

るのかは全く不明であ乱

　本研究の目的は以下の4点である。①今回発見された2人の腎炎患者の血清補体が持続的に減少し

ている原因が，C3NeFとC4NeFによるものであることを明らかにし，すでに報告されているそれら
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との異同を検討する。②DAFがC3分解酵素NeF結合体にどのような影響を与えるのか明らかにする。

③細胞膜上にDAFが存在する時細胞膜上でC3分解酵素が形成される際に，NeFとDAFの両者がC3

分解酵素形成に与える影響を明らかにする。④副次的目的として，NeFの一部カ塘者血中でC3分解

酵素NeF結合体を作り，これが持続的にC3を分解しているという仮説を実証するために，C4NeF

が検出された患者血清から，C3を持続的に分解する物質を精製し，この物質がC3分解酵素NeF結合

体であることを明らかにする。

＜対象と方法および結果＞

　C4NeFを慢性糸球体腎炎患者血清からQAE－sephadex，A50，proteinA－sepharose4B，A／

Fe－sepharose4Bの各カラムを順次用いて精製した。

　C3NeFは，MpGN．Type　Iの患者血清からDEAE－sephace1，Sepahdex　G200の各カラムを順次用

いて精製した。

　得られたC4NeFとC3NeFの同定は，ゲル内免疫沈降反応（オクタロニー法）とSDS－PAGEにて行

なった。それらの活性（C4b2a活性，C3bBb活性）は，抗ヒツジ赤血球ウサギ抗体を結合した感作血

球に補体を結合させた溶血中間反応体を使い溶血反応で求めた。

　補体因子は，モルモット血清から精製した補体因子（C1，C2，C6，C7，C8，C9）とヒト血清から

精製した補体因子（αs，C4，C2，C3，C5，B因子，D因子，C4－bp，H因子），およびヒト赤血球膜か

ら精製したDAFを使用した。対照として健康成人20人プール血清を用いた。

　NeFが存在する患者血清の持続的C3低下現象が，NeFに結合したC3分解酵素によるものであるこ

との証明は，患者血清から2種のカラムクロマトグラフィーを使ってC3を不活性化するC3分解複合

体を精製し，これに125ユを標識し，ヒトIgG抗体と反応する免疫沈降物をSDS－PAGEにて解析した。

＜結果＞

1．C4NeF存在腎炎患者血清の性状

ユ．患者血清を正常ヒト血清および精製C3に加え反応させた後に残るC3活性は，加えた患者血清の

濃度に依存して不活化された。

2．患者血清とEAC14b2aを反応させ，補体を加えてEA上に残るC4b2aの溶血活性を測定すると，

患者血清はC4b2a活性を減少させないことから，患者血清申にはC3分解酵素であるC4b2a複合体の

解離失活を阻止し安定化するC4NeFの存在が示唆された。

3．患者血清のC4b2a複合体の解離失活阻止効果は加える患者の量に比例した。

2．C4NeFの精製とその性質

ユ、C4NeFのC4b2a安定化作用（C4NeF活性）を指標に患者血清から精製したC4NeFは，ゲル内沈

降反応とSDS－PAGEにてIgG3抗体と同定できた。

2、この精製C4NeFはEAC14b2aによってのみ吸収されたことから，C4NeFはC4b2a複合体と特異
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的に緒合する物質であることが分った。

3．EAC1雀b2aと精製C4NeFを反応させても，C4b2aの活性が減少しないことから，C4NeFはEAC亙一

4b2a上のC4b2aと緒合して，その解離失活を阻止して安定化させることが分った。

4．液相中で精製C4NeF存在下にC4，C2，αsを反応させ，ついでC3と反応させて，C3の残存溶

血活性をみると，C4NeFが存在するとC4b2a複合体のC3瀞性不活化能力は減弱しなかった。

3．C3NeFの性質と特徴

1．血清C3が検出隈界であるMPGN・Type　I腎炎患者の血清は精製C3の溶血浄性をいちじるしく

低下させ，この血清から精製したC3不活性化物質はSDS－PAGEにてIgG抗体と同定できた。なお本

血清中にC4NeFは存在しないことはあらかじめ確認されている。

2．EAC4b3bBbにこの精製王gG分画を加えて，EA上のC3bBbの残存活性を溶血反応にてみると，

精製IgG分画の濃度に依存しC3bBbの解離失活が阻止され安定化したことから，この分画にC3NeF

が存在すると推察された。

4．DAFによるC3分解酵素の解離失活促進作用に対するNeFの効果

4－A．C4NeFで安定化されたC4b2a複合体に対するDAFの影響

ユ．EACユ妨2aにC4NeFを緒合させたEACユ4b2NeFにDAFを作用させ，EA上の残存C4b2a活性を

溶血反応にて測定したところ，EAC14b2aNeFはDAFの作用を全く受けなかった。

2．EAC14b2aNeFにC3を作用させEAC14b2a3bNeFを作成し，これにDAFを作用させた。この結

合物にC5を作用させたところ，C4NeFで安定化されたEAC14b2a3bとC5の反応にDAFは影響を与

えなかった。すなわち，C4NeFはC5分解酵素に対するDAFの作用も阻止した。

4－B．C3NeFで安定化されたC3bBb複含体に対するDAFの影響

1．EAC4b3bにC3NeFとB因子およびD因子を反応させてEAC4b3bBbNeFを作成し，これにDAF

を反応させ残存C3bBb活性を溶血反応にて測定したところ，活性は若干失活した。したがって，

C3NeFはDAFのC3bBb複合体に対する解離失活促進作用を部分的に阻止することが明らかとなっ

た。

5．EAにあらかじめ組み込ませたDAFが，C4NeF存在下におけるC4b2a複合体形成，あるいは

C3NeF存在下におけるC3bBb複合体形成に与える影響。

1．EAC14bあるいはEAC4b3bにDAFを反応させ，EDAFAC14bあるいはEDAFAC4b3bを使って検

討した。EDAFAC14bではC4NeFが存在してもC4b2a複合体の形成がかなり低下し，EDAFAC4b3b

ではC3NeFが存在してもC3bBb複合体形成は著しく低下した。したがって，細胞膜にすでにDAFが

存在する時には，NeFはDAFの作用を阻止できないことが明らかとなった。

6．NeFで安定化されたC3分解酵素に対するC4－bpおよびH因子の影響
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王1EAC14b2aNeFにC4－bpを作用させてもC4b2a活性は全く影響を受けず，本研究で使用した

C4NeFはC4－bpの解離促進失活作用を完全に阻止した。

2．H因子はEAC4b3bBbNeFに対して影響を与え，本実験で使われたC3NeFは，他の報告と同様に，

H因子によるC3bBbの解離失活促進作用を完全に阻止できなかった。

7．患者血清のC3減少現象がNeF単独ではなくC3分解複合体によるものであることの証明

　患者血清から精製したC3を不活性化する分画（精製C3分解複合体）には，C4NeFのH鎖とL鎖，

C4bのβ鎖とγ鎖に相当する4本のバンドが検出された。C4bのα’鎖とC2aに相当するバンドは確

認できなかったが，患者血清中ではC4NeFの一部がC4b2a複合体に結合して，安定なC3分解複合体

を形成しているものと推測された。

＜考察＞

　本研究で得られたC4NeFとC3NeFはラ従来の報告と同様に，補体の活性化で生じたC3分解酵素

に結合し安定化させる自己抗体であった。そして，C4NeFの一部は，患者血清中でC3分解酵素

C4b2a複合体に結合して存在し，この複合体が血清補体を持続的に減少させている本態であると推測

される。

　これらのNeFは，従来の報告にあるNeFと同様に，制御因子であるC4－bpあるいはH因子のC3

分解酵素に対する作用を阻止した。またC3分解酵素に対するDAFの作用も阻止したが，あらかじめ

細胞膜にDAFを組み込ませておくと，その膜上におけるC3分解酵素形成は，NeFが存在してもいち

じるしく抑制された。すなわち細胞膜上に形成された多くのC3分解酵素に対して，細胞膜のDAFは

NeFよりも先に作用して，これらの酵素の解離失活を促進させたと考えられる。形成されたC3分解

酵素の一部がNeFによって安定化されるのは，NEFがDAFよりも先にC3分解酵素と反応するため

と考えられる。これらの結果から，NeFが血清中に存在する患者でも，DAFは正常に機能していると

推察され，自己補体による反応から自己細胞を守っていると考えられる。

＜結論＞

①今回発見された2人の腎炎患者の血清補体が持続的に減少している原因は，血清中の自己抗体であ

るIgGに属するNeFによるものであった。②それらのNeFは，従来の報告と同様の性状を備えた

C3NeFしとC4NeFであった。③DAFはC3分解酵素NeF結合体に影響を与えなかった。④しかし細

胞膜上にDAFが存在する時には，細胞膜上のC3分解酵素形成はNeFが存在してもいちじるしく抑

制された。⑤患者血申でNeFの一部がC3分解酵素NeF結合体を作り，この結合体が持続的にC3を

分解するために患者血清補体が減少するのであって，NeF単独では作用していないことが明らかと

なった。
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審　　査　　の　　要　　旨

　本研究は，血清補体が持続的に低値を呈する特異な腎炎2症例の低補体の発生機序を追及したもの

である。この原因は，これまで報告されている類似疾患と同様に，NeFとして知られる互gGに属する

自己抗体であることを詳細な免疫学的な手技を用いて証明した。その上で，C3分解酵素と結合した

一部のNeFが血清補体を減少させている本態であるとの仮説を実証した。また，DAFは血清申では

C3分解酵素NeF結合体に影響を与えないものの，細胞膜上のDAFはNeFが存在してもC3分解酵素

形成をいちじるしく抑制することを明らかとした。このような新しい知見は，この分野の進歩に有意

義なものであると高く評価できる。研究目的の設定から研究結果を得るに至る過程と，その結果の考

察は，博士号の取得するに相応しいものと判断する。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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