
奈医誌. (J. Nara Med. Ass.) 40， 237~250，平 l (237 ) 

コラーゲン様補体成分 Clqの構造と機能に関する研究

一一ウシおよびヒト Clqの比較研究一一一

奈良県立医科大学細菌学教室

佐 々 木隆子

STUDIES ON THE STRUCTURE AND THE FUNCTION OF 

A COLLAGEN四 LIKECOMPLEMENT COMPONENT Clq 

-'-COMPARATIVE STUDIES BETWEEN CATTLE AND MAN-

T AKAKO SASAKI 

Dφartment 01 Bacteriology， Nara Medical Universiry 

Received March 31， 1989 

Summary: lriorder tofind a clue to the molecular evolution mechanism of col1agen-

like moleeules， comparative studies on the function and the structur‘巴 ofhumanand bovine 

Clq， a col1agen-like complement component， were carried out. 
The hemolytic activity of bovine Clq was conspicuously higher than that of human 

Clq. On the other hand， the ability of bovine Clq to bind to Fc of immunecomplexes 
was a littlelower than that of human Clq. However， these activities were interchange-
able between them. 

Both the Ncterminal col1agerトlike(CLF) and the C剛 terminalglobular fragments (GF) 

of these Clq were highlypurifi巴dby enzymic digestion fol1owed by gel filtration， and their 
physicochemical and antigenic characterization was performed. Polyacrylamide gel elec-

trophoresis (PAGE) analyseshave shown that not only whole molecules of both Clq but 

also CLFs and GFs seem to be composed of essentially the same peptide structures. Some 

similarities between amino acid compositions of both CLFs and great similarities between 

those of both GFs were found. Moreover， great similarities of amino acid compositions 
were found among three non-covalently linked chains of each GF as well as between the 

corresponding chains of both GFs. Immunodiffusion analyses and radioimmune inhibi-

tion tests have shown that the definitive antigenic cross-reactivity is present between these 

two Clq mol巴cules，and that the regions participating in interspecies cross-reactions are 
located in both CLF and GF of Clq. 

These results suggest that both CLF and GF on the Clq molecule remained highly 

cons巴rvedin their evolution， and that the hemolytic activity and th巴 Fc-bindingability 

evolved independently to some extent. The possible relation of the Clq evolution to that 

of col1agen molecules has been also discussed. 
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I.緒 マ-Zヨ

補体系は，生体防禦機構に重要な役割を担い，免疫複

合体病などの病態に深く関与する古典経路または別経路

により活性化される約20種の血清蛋白質から構成されて

いる.古典経路活性化に関与する補体第一成分 (C1)は，

3つの亜成分 Clq，C1r， C1sが， 1: 2: 2の分子比で

Caz+依存性に複合体を形成したもので，抗原抗体複合

物や変性免疫グロプリンの Fc領域に結合するのはその

うちの Clq分子で，酵素反応により C1r，C1sが活性

化され， 順次後続の補体成分が活性化される1). 近年，

C1qが直接細菌のリピド A2)， レトロウイルス3)や cy問

toskeleta1 filamen tめなどに結合し，抗体非依存的に補体

系を活性化することも報告されている.

ヒトClqは， 1971年に Yonemasuと Stroudめによ

り初めて純化され，球状蛋白質でありながらコラーゲン

に特有とされでいるアミノ酸(ヒドロキシプロリン，ヒ

ドロキシリジン)を含むことが報告6)されて以来，精力

a 

隆 子

的に解析が進められ，特に Reidらによりその一次構

造1)7)，塩基配列めののほぼ全容が明らかにされてきてい

るものである. ヒトClqは分子量41万の糖蛋白質で分

子量のほぼ等しい A， B， C 鎖と呼ばれる 3~重のペプチド

鎖より構成されている.各ペプチド鎖は， N末端から約

80残基がコラーゲンに特有とされているグリシン-x-Y

の反復構造をとり， A， B， C鎖各 1本ずつ計 3本でコラ

ーゲン様の三重らせん構造を形成している[コラーゲン

様部位;collagen鍋 likeregion (仕agment)，以 FCLFと

略すJ.それに続く C末端側約130残基は，ヒドロキシプ

ロリンやヒドロキシリジンを含まない通常のアミノ酸よ

りなっている1)[球状部位;globular region (fragments)， 

以下 GFと略す](Fig. 1). C1q分子は， Fig.1-aに示す

ようなサプユニットが 3単位集まって， Fig. 1-cに見ら

れるような三次構造の分子を形成している.このこと

は，物理化学的研究のみならず電子顕微鏡観察1のにおい

ても確認されている.また， CLFにはヒドロキシリジン

結合糖鎖的11)が， GFには，アスパラギン結合糖鎖が局
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在じ，その構造12)も明らかにされている. ヒトC1qを

ペプシンで限定分解すると GFのみが消化され CLFI3)

が得られ，一方， コラゲナーゼ分解ーでは CLFが消化さ

れ GFI4)15)が得られる (Fig.l-bとd).各フラグメント

は， 構造単位であるばかりでなく機能単位でもあり， GF 

は免疫グロプリンの Fc領域への結合部位14)1めを， CLF 

は C1r，C1sの結合部i立を16)17)をドメイン内に含むとさ

れている.

このようなコラーゲン様構造を分子内に持つ C1q分

子は，ヒト，ウシ18)19)，ウ'"20)を初めとする11市乳類で存

在が確認され，いずれの Clq分子もヒドロキシプロリ

ンやヒドロキシリジンを分子内に含み，基本的にはヒト

C1qとよく似た構造を持っと考えられているが， これ

ら C1q分子のヒト Clqとの生物学的・物理化学的比

較研究はほとんどなされていないのが現状である.した

がって，本研究ではコラーゲン様分子であるC1qの分

子進化の糸口を得るために，ウシ C1qを純化し，ヒト

C1qとの生物学的活性の比較，さらにウシ C1qより

CLFおよび GFを分離し， ヒト C1qのそれらとの生

化学的・免疫化学的比較検討を行った.また，コラーゲ

ン分子との進化における関わりについても考察を加え

た.

n.材料および方法

1.試薬

実験に用いた試薬ならびにその購入先を以下に示す.

セアアグリノレ S閉 200，S-300;セブァデッグス G-25，

G-50， G幽 150，G・200;CoロA旬セブアローズ 4B(Phaト

macia， Tokyo， Japan); DEAE・セルローズ DE・52

(Whatman， Maidstone， Kent， U.K.);アガロース (Bio-

Rad， Richmond， CA，. U.S.A心ヒト IgG，ウシ IgG，

ウJシ肝臓カタラーゼ，卵白リゾチーム，ヨード酢酸アミ

ド，ウシ血清アルブミン (bovineserum albumiIl; BSA) 

(Sigma Chemicals Co.， St. Louis， M O， UふA心 N・ェ

チルマレイミド，ジチオスレイトーノレ (NacalaiTesque， 

Kyoto， Japa吋 Bacto占 tex(0.81μ， Difco Lab.， Det-

roit， MI， Uふ A.);ペプシン (pigmucosa， 2500 Anson 

u凶 sfmg，Boehringer Manheim， F.R.G.); Na 1吋 (IMS

30， AmershamJapan， Tokyo，Japan); p01ystyrene tube 

(72 x 10mm; Shionogi Pharmac巴utical Co・ Osaka，
Japan).コラゲナーゼ (SeikagakuKogyo Co吋 Tokyo，

Japan)はヒドロキシアパタイトでさらに純化し混入し

ているプロテアーゼを除去した11). ヒト血清アノレブミン

(human serum albumi町 HSA)(Four四 timescrystallized， 

Nutritional Biochemicals， Cleveland， OH， U.S.A.)は

Fig.2. SDS田PAGEof pur泊edClq (anode is 

to the bottom). Purified bovine (1) 

and purified human Clq (2) were 

analyzed on 3.75% gels at pH 8.3. 

The band near the anode is a non-

specific band formed at the water-
buffer interfac巴.

DEAE-セルローズでさらに純化して使用した.

2. ウシおよびヒトC1qの純化

ウシ血液は屠殺場で入手し， 37'Cで60分凝固させ，

さらに室温で、60分放置した後， 2，000 G で30分遠沈して

血清を分離し，さらにこの血清を 20，000G 90分遠沈し

て脂肪分を除去した.ヒト血液は正常ヒトの肘静脈より

採血し，同様にして血清を分離した.各々の血清より既

報の方法的19)により Clqを分離し，さらに ConA-セフ

アローズ4Bを使用して純化した21).最終標品は， SDS・

ポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)で，単一の

染色ノミンドのみが認められる高純度のものであった

(Fig.2). 

3. ウシおよびヒトC1q分子内フラグメントの分離

1) CLFの単離:20mgのC1qを含む 100mM

sodiul11 aαtate buffer (pH 4.5) 2.5 mlに 800μgのペ

プシンを加え， 37'C 20時間分解後，得られた分解産物

を 100mMNaClflOmM  Tris聞HC1buffer (pH 7.5)で
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平衡化したセブアクリノレ S-300カラム (2x70cm)でゲ

ルろ過を行った.溶出液の 230nmにおける吸光度を測

定するとともに，各分画のアミノ酸分析を行い，コラー

ゲンに特有とされるヒドロキシプロリン，ヒドロキシリ

ジンや多量のグリシンが含まれている分画を CLFとし

た. CLF分画より消化が不完全なC1qを除去するため

に，本分画をヒト IgGを結合させたセブアローズ CL-

4Bを通過させ，非結合分画を集め，再度同じセフアグ

リルふ300カラムでゲルろ過を行L、， CLF最終標品と

した.

2) GFの単離:30mgのC1qを 3mlの 0.25mM

N同エチルマレイミドを含む 300mMNaCljlOmM  

CaClzj20 mM  Tris閉HClbuffer (pH 7.4)に溶解後， 1.5 

mgの純化コラゲナーゼを加え， 37'Cで24時間分解した.

得られた分解産物は， 360 mM  NaCljlO mM  CaClzj20 

mM  Tris-I王Clbuffer (pH 8.5)で平衡化したセフアグ

リル S-200カラム (3x110cm)でゲルろ過を行った.

j容出液の 280nmにおける吸光度を測定するとともに，

各分画のアミノ酸分析を行L、，ヒドロキシプロリンやヒ

ドロキシリジンを含まずコラゲナーゼ活性を持たない分

画を GFとして集め，再度同じセブアグリノレ S-200カ

ラムでゲノレろ過を行L、， GFの最終標品とした.

4. C1qおよび分子内フラグメントの非共有結合サプ

ユニットと共有結合ペプチド鎖の調製22):非共有結合サ

ブユニットは， Clqおよびそのフラグメントを 8 M尿

素とlOmMヨード酢酸アミドを含む 50mM  Tris-HCI 

buffer (pH 8.0)にゲCで一夜透析して得た.共有結合

ベプチド鎖は，ヨード酢酸アミドを含まない上記緩衝液

への透析で得た Clqおよびそのフラグメントの非共有

結合サプユニット溶液に終濃度 0.1M のジチオスレイ

トールを加え，室温で4時間還元後，終濃度 0.2Mの

ヨード酢酸アミドを添加し 1M Tris溶液で pHを8.0

に維持しながら，室温で30分間アルキ yレ化を行って得

た.

5. SDS-ポリアクリルアミド電気泳動 (SDらPAGE)

による解析:C1qおよび分子内フラグメントの非解離

状態での純度検定は， Davisの原法23)に準じて，ゲルお

よび緩衝液に終濃度 0.1%の SDSを添加し， Clqは

3.75%の，分子内フラグメントは 6%のポリアグリルア

ミドゲルを用いて行った.C1q分子内フラグメントの解

離状態での分析は， Fairbanksらの方法24)により 10%の

ゲルを用いて行った.泳動後のゲルの蛋白染色はグマー

シープリリアントブルー・R帽 250で，糖染色は Kapitany

らの方法的によりシッフ試薬で、行った.各染色バンドの

分子量は3 ヒト Clq，分子内 A-Bサブユニット， C-C ザ

ブやユニット， A，B，C鎖，ウシ肝臓カタラーゼ，ヒト IgG

および卵白リゾチームの分子量をそれぞれ， 410，000， 

47，000， 44.000， 24，000， 23，000， 22，000， 240，000， 

160，000および 14，400として推定した.また，各染色パ

ンドのモル比はデンシトメーター(島津 CS・930，島津

製作所，京都)を用いて染色濃度を 600nmでの吸光度

をスキャ γして算定した.

6. GFを構成するペプチド鎖の相互分離:ウシおよ

びヒト GF溶液に終濃度 4Mの尿素を加え， 37'C 30 

分反応後，構成ペプチド鎖、を SDS-PAGEにて分離し

た.分離したペプチド鎖を含むゲ、ル断片を切り出し，

0ttoらの方法拘によりゲル内のペプチド鎖を電気的に

i容出した.各溶出液は蒸留水に完全透析後，凍結乾燥

し，最終標品とした.

7. アミノ酸組成分析:凍結乾燥した試料に再蒸溜し

た定沸点塩酸を加え， ドライアイスーエタノールで凍結

後真空にして封じ， llO'Cで24時間および48時間加水分

解した.加水分解物を減圧乾国後， 100mM!lエン酸緩

衝液 (pH2.2)に溶解し，アミノ酸分析計(日立 model

835，日立製作所，東京)により分析した.セリン，トレ

オニγは零時間に補外して求めた.また，システィ γの

残基数は，試料を過ギ酸酸化後加水分解を行い，システ

イン酸として求めた27).

8. 抗血清の作製ならびに IgGおよびその F(ab'lz

分画の分離:ウシとヒト Clqおよびそのプラグメント，

HSAに対する抗血清は，以下のようにウサギを免疫し

て作製じた.約 0.5-1mgの抗原を含む溶液を Freund

完全プジュバントでエマノレジョ γとし，ウサギに皮下注

射した. 3週間後，約 100-200μgの抗原を含む溶液を

Freundの不完全アジュバントでエマノレジョンと七，皮

下注射で追加免疫した.さらに 3週間後より，生理食塩

水に 1mgjmlになるように溶解した抗原溶液を 0.1ml 

ずつ連続して 3日間静脈内注射し， 10日後に採血した.

羊赤血球に対するウサギ IgM回ヘモリジンおよびIgG-

ヘモリジンは，大塚アッセイ研究所(徳島)より購入し

た.

ウサギ各抗血清および正常ウサギ血清より， Faheyと

Mckelvcyの方法的に準じ IgG分画を分離した・すな

わち，各抗血清を 1/3飽和硫酸アンモニウムで塩析し，

得られた沈澱を 20mM  NaCljl0 mM  EDTAjlO mM  

Tris-HCl buffcr(pH 8刈に溶解し，同じ溶液で平衡

化した DE・52カラムにのせ， 非吸着画分を集め濃縮後

純化 IgG標品とした.さらに，純化 IgG標品より

Nisonoffの方法29)によりベプシγ分解を行い， F(ab')z 

分画を得た.すなわち， 0.1 M sodium acetate bu官er
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(pH 4.5)で 10-20mgfmlの濃度に調整した IgG溶液

に， IgGの 1/50最のペプシン合加え， 37'Cで24時間分

解した後， 1MTris溶液でpHを中性に戻したのち， 250

m M  NaClflOmM  EDTAflOmM  borate-borax buffer 

(pH 8.0)で平衡化したゼブァデックス G幽 150カラムで

ゲルろ過を行い， F(ab')2分画を単離した.

9. 補体成分および Clq溶血活性の測定:ヒトClr

とClsは Gigliらの方法30)で，モルモット C2は Nelson

らの方法31)で純化した. C3以降の成分 (C3-C9)は，

新鮮モルモット血清を 0.1%ゼラチンを含む 132mM

NaClflOm M  EDTAf2mM barbital buffer (pH 7.5)で

1/37.5に希釈したもの (ιEDTA)を用いた.感作赤血

球 (EA)は， Mayerの方法32)に準じ，ウサギ IgMーまた

は IgG・ヘモリジンで羊赤血球を感作して調整した. EA 

から Borsosと Rappの方法33)に従い， EAC4 ceIlsを

作製した.

Clq溶血活性測定的は， 0.1%ゼラチンを含む 6.9%

sucrosef36 mM  NaClfO.15 mM  CaCI2fO.5mM MgCl2f 

2 m M  barbital buffer (pH 7.4)で階段希釈したClq溶

液 0.25mlに等量の EAC4ceIls (1.5 x 10Sfml)を加え

30'0で20分間反応させ，まず EAClq4cellsにした.

次に， ヒトClrと 01sを加え 30'0で30分間反応させ

た後，モルモット 02を加え正確に 30'0で10分間反応

させ， ιEDTAを加え 37'0，90分間反応させた.反応

終了後直ちに冷却し，溶血せずに残った赤血球を遠沈に

て沈澱させ，上i青の 413nmにおける吸光度を測定し

た.完全溶血を100%とし，それに対する溶血率 (Y%)

を，さらに， z=一ln(1-Yf100)を計算により求め，

活性値は有効分子数 (effectivemolecules)で表した33)，

10. ラテックス凝集反応:Ewald と Schubartの方

法34)に準じ行った. IgGーラテヅグスは， 150mM NaOlj 

5 mM  Oa012/50 mM  Tris-HOI buffer (pH 8.2) 10 ml 

に O.lmlのラテックス粒子懸潟液 (Bacto田 latex)を加

え，さらに 0.5mlの 10mgfmlの濃度のヒト，ウシま

たはウサギ IgGを加え室温で約 2---:3分撹狩させて作製

した. Clqを 3%BSAを含む 150mM  NaOI/5mM 

CaOl2j50 mM  TrかHCIbuffer (pH 8.2)で2倍段階希

釈した溶液 (250μg/mlから 250X 2-10μg/mlまで)

0.25 mlに等量の IgG・テテックス懸潟液を加えよく混

和後， 2時間室温に放置し判定した.活性値は，明らか

に凝集の認められる Clqの最少濃度で表した.

11.免疫複合体 (Immunecomplex，以下 10と略す)

の作製と 10への結合能の測定:HSAとウサギ抗日SA

の IgGまたは F(ab')2分函による 10は，それぞれの等

量域で抗原と抗体分画を混和し， 37'Cで60分反応させ，

さらに 4'Cで3日開放置した.形成した沈澱を生理的リ

ン酸緩衝液 (phosphate-buffer巴:dsaline， PBS)で充分洗

浄し，以下の実験に用いた. ICの蛋白量は， Lowryら

の方法35)によりウサギ IgGを標準蛋白質として求めた.

一定量の 10と 5mM  CaC12/2 mM  barbital bu汀er

(pH 7.4)にそれぞれのイオン強度 (3.9，6.9， 10.2と

13.3 mS)になるように NaOIを添加した緩衝液中で変

量の Clqを 37'Cで30分反応させた後，遠沈にて上i清

を回収した.上清中に残った Olq量を溶血活性と単純

放射免疫拡散法的により測定し， 10に結合した Clq量

を算定した. F(ab')2で作製した 10はClqを結合せ

ず，負の対照 (negativecontrol)として用いた.

12.免疫拡散法:250 mM  NaOI/lO mM  EDTA/50 

mM  Tris/50 mM  glycine (pH 8.0)を溶媒とする 2%

アガ戸ースゲルを用いた免疫二重拡散法によって行っ

た37).

13. 山 Iの標識 (Radioiodination) と solidphase 

raclioimmune inhibition回 say:ウシおよびヒト Clqと

そのフラグメントをラグトペルオキシダーゼ法的により

1251で標識した.反応に与からなかった過剰の Na1251

は，セファデックス G・50によるゲノレろ過で除去した.

solicl phase radioirrimune inhibition assayは，既報

の方法却に準じて行った.概説すると，ポリスチレンチ

ューブに 1mlの抗体の F(ab九分画を加え室温で4時

間国相化した後， 1.5 mlの 1% BSAを含む PBSを

加え 4'0で一夜放置した..BSA溶液を除去後，非標識

の Clqやそのフラグメントを阻害剤として加え，室温

で3時間反応させた. PBSで3回洗浄後， 1251で標識し

た'clqまたはフラグメントを一定量加えさらに室温で

4時間反応させ， PBSで3回洗浄後，特異的に結合した

1251をr.カウンター (Model5130:Packardlnstrument 

Co.， Inc. I1linois， U.S.A.)で測定した.抗体のない対

照 (antibodyfree control)として正常ウサギ血清より

純化した IgG の F(ab')2分間を正の対照 (positive

control)として阻害剤の代わりに PBSを用いて同様の

試験を行い，下記の式により%in.hibition40)を求めた.

Percentage inhibition 

cpm in positiv巴 cpmin experimental 
control x 100 
cpm m po田tive cpm in antibody free 
control control 

m.結果

1. Clq溶血活性

IgM-ヘモリジン (Fig.3闘A)または IgG凶ヘモリジン

(Fig.払B)のどちらで羊赤血球を感作しても， i容血活性
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一定量 (1mg)の ICへのC1qの結合量を種々のイ

オン強度で検討した (Table1). ウシC1qの ICへの

結合能は，イオン強度に関係なくヒトC1qと比べ低か

は，ウシ Clqの方がヒトC1qより高値を示した. Clq 

の比活性は， IgM綱ヘモリジンでは，ウシ Clqは 4.5x

1010 effective moleculeesfpmolで，ヒト Clqは1.4x

1010 effectivemoleculesfpmol， IgG-ヘモリジンで、は，

ウシC1qは1.4x 1010 effective moleculesfpmolでヒ

トClqは 2.8x 109 effective moelculesfpmolと算定さ

れた.

2. ラテックス凝集反応、

250から 250X 2-10μgfmlまでの濃度のC1qについ

て，ウシ，ヒト，ウサギ IgGを被覆したラテッグス粒

子の凝集を調べた結果，ウシC1qは 125μgfml以上の

浪度でウシ IgG“およびウサギ IgG回ラテッグスを軽度に

凝集させたが，用いた濃度範囲のウシ Clqはヒト IgG-

ラテックスを凝集させなかった.一方， ヒトC1qは

3.9μgfmlの濃度でもヒト IgG-およびウシ IgG田ラテッ

クスを凝集させ， 125μgfml以上の濃度で初めてウサギ

IgGーラテッグスを凝集させた.

3. ICへの結合能



コラーゲ γ様補体成分 Clqの構造と機能に関する研究 (243 ) 

Fig.5. SDS-PAGE of purified CLF ( 1) and of 

purified GF (n) of bovine and human 

Clq. In (1)， A and B: 6 % gels;a， b， c 

and d: 10% gels; bovine and human CLF 

analyzed in nor吋 issoc叫 ingco吋 itions(A 

and B)， in non-reduced urea・treatedcon-

ditions (a and b)， and in reducing condi-
tions (c and d)， respectively. In (n)， A 

and B， stained with Coomassie brilliant 
blue; a and b， stained with Schiff's rea-
gent; bovine GF， A and a; human GF， B 

and b. The anode is at the bottom. 

った.用いた IC1 mg中にはウサギ IgGが 5.3X 109 

モル含まれていたので、どちらの C1qの分子量も約40万

とすると， Clq 1分子がウサギ IgG15-20分子に結合

することが算定された.

4. CLFおよび GFの分離とその純度

ウシおよびヒトC1qのペプシン分解物のセブアグリ

ノレ S凶 300でのゲノレろ過のノミターンを Fig.4-Aに示す.

ウシ C1qでは 230nmの一番目のピークにペプシン分

解物の約17%の，また，ヒト Clqでは二番目のピーグ

に約30%の蛋白質が溶出され，これらの分固にのみヒド

ロキシプロリンおよびヒドロキシリジンが含まれてい

Fig. 6. Purity of three norトcovalentlylinked pe・

ptide chains of GF of bovine and human 

Clq on SDS・・PAGE.A and B， bovine and 
human GF; a、band c: chains isolated 

from bovine GF; d， e and f: chains 

isolated from human GF. The anode is 

at the bottom. 

た.これらの分画を集めて， IgG田セプアローズ CL-4B

を通過させ，セプアグリノレ S-300で、再度ゲノレろ過を行

ったものを CLFとした. CLFの収量は 20mgの

Clqからウシでは約 2-3mg，ヒトでは約 6-7mgであ

った.

Clqのコラゲナーゼ分解物のセプアグリル S-200で

のゲノレろ過のパFーンを Fig.4-Bに示す. コラゲナlー

ゼ活性は 280nmの二番目のピーグに認められた.三番

目のピーグは，ヒドロキシプロリンもヒドロキシリジン

も含まないのでこの分画を集めて濃縮後，同じセフアク

リノレ S同 200カラムで、再度ゲソレろ過を行い GFとした.

最終的な GFの収量は， 30mgの C1qから， ウシで

約 5-6mg，ヒトでは約 8-10mgであった.

CLF最終標品は非解離状態で SDふPAGEを行うと

どちらも単一の染色ノミンドのみが認められ [Fig.5・(1 )]， 

ウシ CLF[Fig.5・(1 )-A]およびヒj， CLF [Fig. 5・(1 )-

B]の分子量は，それぞれ170，000と240，000と推定され

た. どちらの CLFも尿素処理で二種のバンドに分かれ

た.これらサブユニットの分子量は，ウシ CLF[Fig.5開

( 1 )-a]は28，700と24，200で，ヒト CLF[Fig.ふ(1 )-b] 

では 30，800と27，4日Oであり，そのモノレ比は約 2:1であ

った.還元アルキノレ化により， どちらの CLFも二つの

バンド1こ分かれ，それらのペプチド鎖のそル比は約2:1 

であった.分子量は，ウシ CLF[Fig.ふ(1 )-c]は14，900
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Table 2. Amino acid compositions of CLF and GF from bovine and 
human Clq 

Th巴 measl間 damounts (0.3-0.5 mg) of samples were hy-
drolysed in 6 M HCl. Results are expressed as residuesjlOO 

amino acids. Abbreviation: n. d.， not determined 

CLF GF 
Amino acid 

Bovin巴 Human Bovine Human 

Hyp 12.1 10.5 0.1 0.2 

Asp 5.9 5. 7 9.9 8. 7 

Thr 5.4 2.6 6.1 7.8 

Ser 5.6 2.4 10. 1 8.2 

Glu 7.8 8.5 10.9 10. 2 

Pro 5.4 8.5 4.6 4.9 

Gly 26.4 28.3 10.1 10.5 

Ala 4.9 4.5 4.5 4.2 

Cys 1.0 1.1 1.9 2.0 

Val 1.7 1.3 7.1 7. 7 

Met 1.5 1.5 O. 7 1.5 

Ile 4.9 5.4 4.1 3.4 

Leu 3.3 3.4 5.8 7.0 

Tyr 2.2 1.7 3.9 4.8 

Phe 0.4 1.7 7.3 6.8 

E王yl 3.6 5.0 0.8 O. 7 

Lys 2.9 3.8 5.6 4.9 

His 1.4 0.8 2.3 2.1 

Arg 3.6 3.3 4.3 4.5 

Trp n.d. n.d. n.d. n.d. 

と12，000で， ヒト CLF[Fig. 5-( 1 )-d]は 15，200と り，全体としては工く似ていた.しかt"これら CLF

13，700であった. 聞では，セリ γ，フェニルアラニンとヒスチジンの残基

GF最終1票品の SDS-PAGEのパターγを Fig.5・(rr) 数に違いが認められた.一方，ウシ， ヒト GFのアミ

に示す.どちらの GFも3本のペプチド鎖から構成さ ノ酸組成値はより相向性が高く，メチオニ γ残基数での

れ，それらペプチド鎖のそル比は約 1: 1 : 1であった. み顕著な差が認められた.

分子量は，ウシ GF[Fig.ふ(II)開A]は18，300，15，000と GFを構成する各ペプチド鎖、のアミノ酸組成を Table

14，400でl::ト GF[Fg.5べII)占]では19，000，17，000 3に示す.ウシ GFでは各々のペプチド鎖、のアミノ酸

と15，600であった.ウシ，ヒトどちらの GFも分子量の 組成は互いによく似ており，明らかな違いは， 15，000の

ず番大きいベプチド鎮のみが，シップ試薬で染色された 分子量のペプチド鎖のプロリンの残基数が他の二つのベ

[Fig.ふ(II)-aとb]. プチド鎖の約2倍であることと， 14，400の分子量のペプ

GFを構成するペプチド鎖を相互分離したものは， チド鎖のシステイン残基数が他のペプチド鎖の約 1/2で

SDふPAGEでそれぞれ唯一のバンドとして染色され あること位であった.一方，ヒト GFでは，占これらペ

(Fig， 6)，その純度は約95%以上であった. プチド鎖のアミノ酸組成は非常によく似ているが，ただ

5. CLF， GFおよび GFを構成するベプチド鎖のァ 分子量15，600のベプチド鎖のメチオニン残基数が他のベ

ミノi駿組成分析 プチド鎖の約2倍であった.また，ウシとヒト GFの

ウシおよびヒト CLFとGFのアミノ酸組成を Table 互いに相当する分子量を持つペプチド鎖同土を比べても

2に示す.どちらの CLFも多量のグリシン，ヒドロキ アミノ酸組成値に高い相向性が認められた・

シプロ lリンそして中等度のヒドロキシリジンを含んでお 6. 免疫拡散法による Clq抗原性解析



コラーゲ γ様補体成分 Olqの構造と機能に関する研究 (245 ) 

Table 3. Amino acid compositions of the thre巴 non-covalentlylinked peptide chains 

of GF from bovine and human Olq 

The measured amoun臼 (50-120μg)of samples were hydrolysed in 6 M. HOI. 

Values are expressed as residues/100 amino acids. Abbreviation: n.d.， not 
determined 

Bovine GF Human GF 
Amino acid 

M.W 18300 15000 14400 19000 17000 15600 

Hyp Nil Nil Nil 1.5 1.0 1.5 

Asp 9.6 9.1 8.3 7.3 7.5 8.9 

Thr 5.4 7. 1 6.1 6.1 6. 7 8.3 

Ser 14.5 15.0 16.2 16.8 16.3 12. 1 

Glu 13. 1 13.9 14.8 14.1 13.9 12. 1 

Pro 3.5 6.2 3.5 4.3 3.8 3.0 

Gly 14.9 13. 7 15.8 16.5 15. 1 12.4 

Ala 5.6 6.2 6.2 5.4 5.9 6.8 

Oys 1.5 1.3 0.5 0.6 0.8 0.8 

Val 5.3 5. 1 4. 7 5.4 5.9 5.0 

M.et 0.6 0.8 O. 7 0.8 0.8 1.9 

Ile 3. 7 3.0 2.8 3.6 2.8 2.9 

Leu 5.9 5.3 6.2 4. 7 6.0 6.5 

Tyr 2.6 1.6 2.5 2.4 2.9 3.2 

Phe 4.2 3. 1 3.1 3.9 3. 7 5.1 

Hyl O. 7 Nil Nil 0.3 Nil 0.5 

Lys 4.2 3.5 4.2 3.4 3.9 4.6 

His 1.2 1.5 1.4 1.7 1.6 1.3 

Arg 3.5 3. 7 3.0 2.6 2.3 4.4 

Trp n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

Fig. 7. Double di印Llsiontests of of Clq against F(ab')2 of IgG from rabbit antisera. Antibodies 

used were F(ab')2 of IgG from anti回 bovineOlq (A) ancl from anti-human 01吐(B).
1， bovine Clq; 2， human Olq. 
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of IgG from anti幽humanCLF. C: with F(ab')2 of IgG from anti-

bo吋neGF. D: with F(ab')2 of IgG仕omanti同humanGF. Inhibitors 

used were unlabeled bovine CLF (0 in A and B)" human CLF 

(11T in A and B)， Bovine GF (0 in C and D) and human GF (・
in C and D). 



コヲーゲγ様補体成分 Clqの構造と機能に関する研究 (247 ) 

それぞれの特異抗血清の IgG分画の F(ab')2を用い の結果は， Clqの Cl形成能(溶血活性)と Fc結合

て，ヒトおよびウシ Clqの抗原性を二重拡散法により 能の問には直接的な関連性がないことを示すものであ

解析した (Fig.7).どちらの Clqも，同種のClqで作 り， Clq分子内の二つのドメインが持つ生物学的活性

製した抗体の F(ab')2と唯一の明瞭な沈降線を形成し， はドメイ γ間で互いに独立して機能を発現しているもの

異種 Clqで作製した抗体の F(ab')2とは一本の弱い沈 であると考えられた.

降線を形成した.また，これらの沈降線には同種Clq ウシ CLFの分子量は170，000でありヒト CLFの分

とその抗体の作る強い沈降線方向に spurが形成された. 子量240，000よりかなり小さくなるが [Fig.4-A，5・(1 )]， 

7. Radioimmune inhibition assay ウシおよびヒトClqの分子量が約41万であることとコ

ウシとヒト Clq聞に見られた抗原性の交差反応が， ラゲナーゼ分解で得られる GFがウシおよびヒトでど

CLFか GFのどちらの抗原性によるのかを調べるため ちらも約5万と推定されることから (Fig.4・B)，CLFの

に Radioimmuneinhibition a田ayを行った (Fig.8). 動物聞での分子量の違L、はドメイン構造そのものの相違

抗 CLF抗体を用いても (Fig.8・A と B)，抗 GF抗体 によるとするよりも，ペプシンの切断点がウシ Clqの

を用いても (Fig.8・CとD) どの場合にも，程度に差は 方がヒト Clqよりも N末端側寄りであると考える方が

あるが，抗体の作製に用いた同種の Clqのフラグメン 妥当と思われる.

トでは最も強い阻害が認められ，異種のもののフラグメ アミノ酸組成値 (Table2)を比較すると CLFとGF

ントでも明らかな阻害が認められ， Clq分子内の CLF ともウシおよびヒト両者間に高い相向性が見られ，さら

と GFのどちらの部位も抗原性の交差反応に関与する に各動物の GF構成ペプチド鎖3種間 (Table3)にも

ことが示された. 高い相向性が見られた.また，純化 CLFならびに GF

IV. 考 察
の非還元状態および還元状態における SDS-PAGEでの

解析 (Fig.5)から，ウシおよびヒト CLFとも 3種の

本研究は，ウシ Clq，その分子内 CLFと GFを純化 異なったペプチド鎖が鎖、間ジスルフィド結合で重合して

し，ヒトClqおよびその CLFと GFとの生物学的活 いることを，また，どちらの GFも31重の呉なったベ

性ならびに理化学的性状の比較研究を行ったものであ プチド鎖が非共有結合で重合していることが示された.

る. さらに， Clqの抗原性の解析結果 (Fig.7， 8)は，ウシ，

EAC4 cell上の Clqsiteの形成程度をヒトClr，Cls ヒト両者聞に， Clq全分子間に抗原性の交差反応が認

を用いて算定した Clq溶血活性は， ウサギ IgM酬と められる他，分子内 CLFと GFの両方の聞にも抗原

IgG・-ヘモリジンのどちらを用いた場合も低イオン強度 性の交差反応があることを示すものであった.以上の理

の緩衝液中で、行った方が生理的イオン強度 (13.3mS)で 化学的性状ならびに抗原性解析の結果を総合すれば，ゥ

行った時より約 3-5倍高くなるという予備実験の結果に シClqとヒトClqは，唯単に一次構造において高い

基づいて，今回の実験は 3.8mSのイオン強度 (NaCl濃 相向性を示すだけでなく，ベプチド構造も本質的に同じ

度で 0.040M)の緩衝液中で EAC4と Clqを反応さ と考えられ，抗原決定基として働く高次構造においても

せて測定した.この測定系では，ウシ Clqもヒト Clq 極めて類似していることを示すものと結論付けられる.

も明らかに溶血活性を示し，特にウシ Clqは，どちら これらの事実より，コラーゲン類似構造を持つ C1q

のへそリジンを用いた系でもヒト Clqより約2-3倍に なる蛋白質は，抗体の Fc領域を初めレトロウイルスや

及ぶ高い活性を発現することが示された (Fig.3). リピド Aなど，さらに細胞外間質の主成分であるフィ

HSAとウサギ抗 HSA抗体で作製した ICへの Clq ブロネグチン43)などに結合し，後続補体成分を活性化す

の結合能は，ヒト Clqの方がウシ Clqに比べてやや るという，その極めて重要な生物学的機能のために，そ

高値を示した (Table1). ICへの Clqの結合性は，イ の基本構造が分子進化の過程を通じてよく保持されてい

オン強度によりあまり影響されないことが示されたが， るように思われる.既に著者ら44)により鳥類の Clqも

このことは既存の報告初旬と一致するものである.一 純化され， AlexanderとSteiner45)により両生類の Clq

方， IgG同ラテッグス凝集能は， IgGの由来する動物種 も純化されているが，これらClqの理化学的性状も，

によりウシ Clqとヒト Clq聞に顕著な差が認められ ヒト，ウシ Clqのものと酷似したものであるという事

た.しかし，ウサギ IgGで被覆したラテックス粒子を 突は， Clq分子が分子進化を通じてかなり古くから保

用いた場合は大した差違は認められず，このことは前述 持されて来ているという考え方を間接的に示すものであ

の ICへの結合能の結果と矛盾するものではない.以上 ろう.また， C1q分子内 CLFとし E型コラーゲンの
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間にも構造上の類似がみられているが(著者ら，未発表)

分子内の約半分にコラ{ゲ、ン様構造を持ち，残り約半分

に球状部位を持つ C1qの様な「準コラーゲソ分子」と

も言えるファミリー (Family)は，ちょうど，免疫グロ

プリンが進化と共に抗原への結合性に与る Fabとエブ

ェグター細胞とのレセプターへの情報に関与する Fcと

いう分子内ドメインを同一分子内に弟羽対南えていったと

も考えられる過程と同様に，動物の進化と共に，細胞外

間質と体液成分の問の接着因子として双方の役割を兼ね

備えた分子として進化してきたものとも考えられるもの

であろう.

V.結 語

ウシ Clq，その分子内 CLFと GFを純化し，ヒト

Clqならびにその CLFと GFとの生物学的活性と理

化学的性状の比較研究を行い，以下の結果が得られた.

L ウシClqは，ヒトClqに比べて IgM-とIgG-

ヘモリジンどちらを用いた場合も高い溶血活性を示し

た.一方， ICへの結合能は，ヒトClqの方がウシ C1q

に比べてやや高かった.

2. ウシClq，CLFと GFは，ヒトのそれらと同じ

ベプチド鎖構造をもち，アミノ酸組成{直を比較すると

CLF聞で中等度の， GFならびに GFを構成するペプ

チド鎖、間で高い相向性が認められた.

3. 免疫拡散法と radioimmuneinhibition assayで，

C1q分手聞に抗原性の交差反応がみられ，交差反応に関

与する部位は， CLFと GFの両ドメインにあった.ま

た， CLFには 1，m型コラーゲンと抗原性の交差反

応、がみられた.

(稿を終えるにあたり，終始御懇篤なる御指導，御技

聞を賜った樫禁周三教授ならびに米増図雄助教授に深謝

を捧げると共に，御校閲を賜った公衆衛生学教室森111J官、

重教授ならびに生化学教室神谷知粥教授に深謝いたしま

す.

なお，本論文の要旨は第56四日本生化学会大会および

The 5th International Congr四 sof Immunologyにお

i いて発表Lた.) 
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