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ヒ ト補体第 8 成分 ( C 8) は , α , β, γ 鎖の 3 本鎖か ら構成さ れ て い る .
α 鎖は γ 鎖と ジス ル フ ィ

ド結合 に よ っ て α
-

γ 鎖を形成 し, α
-

γ 鎖 はβ 鎖と 非共有結合 に よ っ て結合 して
い る ･ 今回 C 8 に 対 する タ

ン パ ク分解酵素の作用 を, f r e e の C 8 と C 5 b
-

8 複合体 に 組み 込 まれ た状態 の C 8 と で比 較 した ･
f r e e の

C 8 で は α
-

γ 鎖も β鎖も両方と も, タ ン
パ ク分解酵素 ( トリ プ シ ン お よ び キモ トリ プ シ ン) に よ っ て分解

され た
. 各サ ブ ユ ニ ッ トの分解速度 を比 べ る と, β鎖 は α

-

γ 鎖 よ り も トリ プ シ ン お よび キ モ トリ プ シ ンの

作用 をう けやす か っ た . β鎖 か らは トリ プ シ ン の 作用 に よ り, 分子量 54 , 0 0 0
お よ び 44 ,

0 0 0 の フ ラ グメ ン ト

を生 じた . 還元状態で は, 分子 量 54 , 0 0 0 の フ ラ グメ ン トは分子 量 38 , 0 0 0 と 18 , 0 0 0 の フ ラ グメ
ン トに ･ 分

子量 44 , 0 0 0 の フ ラグメ ン トは分子 量 26 , 0 0 0 と 18 , 0 0 0 の フ ラグ メ ン トに ･ それ ぞ れ 分解 され た ･ トリ プシ

ン 分解 に よ っ て生ず る フ ラ グメ ン トが , 還元 と非還元状態 に よ り異な る と
こ ろか ら, β 鎖 に は鎖内ジ ス ル

フ ィ ド結合の 存在す る こ とが 示 唆され た .
C 5 ト7 複合体 に C 8 が 結合す る と, β 鎖は トリ プ シ ン お よ びキ

モ トリ プ シ ン で は全 く分解 され なく な っ た .

一 方
,
.α

-

γ 鎖 は これ ら 2 種類の タ ン パ ク 分解酵素 で 分解 はさ

れ たが
,
f r e e の C 8 と は全く 異な る部位 で切断され た . さ ら に 機能面 で の影 響 と して, C 5 b

- 8 複合体の ト

リ プ シ ン 処理 に より , C 5 b
-

8 複合体 に存在 す る C 9 結合能 お よ び溶血活性が抑制 され た .
タ ン パ ク分解酵

素の作用部位が基質タ ン パ ク の分子 表面で あ っ て , 高次構造の内部は分解 をう け に く い とす れ ば! 以 上 の

結果は C 5 b
- 7 複合体 と C 8 との 結合 に は C 8 の β 鎖が 関与 し, C 5 b

-

8 複合体と C 9 と の 結合 に は C 8 の

α
-

γ 鎖が 関与 して い る を示 唆 し てい る .

K e y w o rd s h u m a n c o m p le m e n t , p r O t e Ol y si s , m e m b r a n e a t t a c k m e ch a n is m

補体 の示 す様 々 な生理 活性 の ひ とつ に , 膜 に 対す る

傷害作 用 が あ る . 補体が赤血球 に 作用 す れ ば溶血 をお

こ し
, 細菌 ･ 細胞に 作用す れ ば溶菌 ･ 細胞 融解 を ひき

お こす .

補体成分は現在約 20 種類の 成分が知 られ て い る が,

こ のう ち膜 に 直接作 用 し て膜 を傷害す る の は, C 5 b ,

C 6
,
C 7 , C 8 , C 9 の 5 成分で ある

1)2)
.
C 5 b は C 5 コ

ン ペ ル タ ー ゼ の 作用 に よ り生 じ た C 5 の フ ラ グメ ン ト

で ある
3)

.
こ の 5 成分 が膜上 で 番剖l削こ分子 集合 して

C 5 b
-

9 複合体 を形成 し, 膿 攻 撃複合体 ( m e m b r a n e

a tt a c k c o m pl e x , 以下 M A C と略) と な り, 厳 に 傷害

を与 え る
4 ト 7)

. しか し M A C の な か で 各成分が どの よ

う に 結合 しあ い, ま た膜 と どの よ う に 作用 して傷害 を

起 こ す の か は不明で あ る .

5 成分の な か で も , C 8 は構造的に も 機能的に も特

異 な存在で あ る .
C 8 は 三本鎖 ( α , β, γ 鎖) か ら成

る タ ン パ クで , α 鎖 は γ 鎖 と ジス ル フ ィ ド結合 によ っ

て α -

γ 鎖 を形 成 し, α- γ 鎖 は β鎖 と非共有結合に

ょ っ て 結合 し てい る
8)

.
さ ら に 補体が 結合 し た感作ヒ

ツ ジ赤血球 ( E A C ; 補体に 関 す る研究に 使 われ る略号

で
,
E は赤血軌 A は感作抗凧 C は補体 を意味する)

は
,
E A C l

-

8 の 状態 で徐々 に 溶血 す る こ と が知られて

い る
9)1 0)

C 5 b- 8 ま で の 段 階で僅 か なが ら も溶血 が お こる こ

と か ら
,
C 8 は膜傷害 の 最初 の 段階 に 関与 してい る も

の と 思わ れ る .
ま た C 8 を介 して 多分子 の C 9 が結合

P r ot e oly sIS Of th e C 5 b
-8 C o m p l e x ‥ T h e R ol e of t h e S u b u n it s o f C 8 i n th e C 5 b

- 8 C o m p le x ･

T a k a n o ri K a w a sh i m a , D e p a rt m e n t of M ol e c ul a r I m m un 0 l o g y , C a n c e r R e s e a r ch I n s t
it ut e

,

K a n a z a w a U n iv e r sit y .
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した 晩 溶血は飛 躍的に 増大す る こ と か ら, C 8 が膜傷

害に重要な働 き をし て い ると 考え られ る
7)1 1)

M A C の 膜傷害作用 を解析す る の に , リ ポ ゾ
ー ム 人

工膜を用 い る こと は非常 に 有用 で あ る . 生体膜 に お け

る様々 な構造物 ( 糖や タ ン パ ク な ど) の 影響を除外で

きる し, 人 工膜 であ る か ら膜の 修復 もみ られ な い . し

たが っ て , M A C の 傷 害作用 を, M A C と膜だ け の 関係

に単純化でき るの で あ る .

リポ ゾ
ー ム 膜上 に M A C が 形成さ れ る過程 で, C 8

がはたし てい る役割を調 べ るた め, 今回 の 実験 を お こ

な っ た .
そ こ で , C 8 に 対す るタ ン パ ク分解酵素の作用

に つ い て , 精製 した C 8 と複合体 に組 み 込 まれ た C 8

とで比較し, C 8 が複 合体 に 組 み込 ま れ る こ と に よ っ

て生ずる構造的な変化 をと ら え た . ま た C 5 b
-

8 複合

体をタ ン パ ク 分解酵素で処理 す る こ と に よ り, C 5 b- 8

複合体と C 9 との 関係 を明ら か に した . その 結果, C 8

の高次構造と C 5 b
- 9 複 合体中に お け る C 8 の 役割 を

示唆する 実験結果 を得る こ とが で き た .

材 料 と 方 法

1
. 試薬頬

トリ プ シ ン
,
キ モ ト リ プシ ン

,
S O y b e a n t r y p si n i n

･

hibit o r ( 以下 S B T I と略) ( 以上 3 種 ,
P L B i o c h e m i ･

C al s
,
I n c .

,
M il w a u k e e

,
W I) ; di m y ri s t o yl p h o s ph a ti ･

d yl ch oli n e ( 以下 D M P C と略) (S i g m a C h e m i c a l C O .
,

S t . L o ui s
,
C A ) : gl u c o s e o x i d a s e , 1 a c t o p e r o x id a s e

( 以上 2 種, C a lbi o c h e m , L a J oll a , C A ) ; デ オ キシ

コ
ー ル 酸ナ トリ ウム ( s o d i u m d e o x y ch o l a t e , 以 下

D O C と略) , ジチ オ ス レ イ ト ー ル (d ith i o t h r e it ol , 以

下D T T と 略) ( 以上 2 種, 半井化学) ; ラ ウリ ル 硫酸ナ

トリ ウ ム ( s o di u m d o d e c yl s u lf a t e , 以 下S D S と略) ,

エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 ( e th yl e n e d i a mi n e t e t r a -

a c e ti c a cid
,
以 下 E D T A と 略) ( 以 上 2 種 , 和光純

薬) : キ ャリ ア フ リ ー の 放射性 ヨ ウ素 ( N aI : [
1 2 5
Ⅰ] お

よ び [
13 1
Ⅰ〕) ( N e w E n gl a n d N u cl e a r) こ れ ら の 試薬

頬はそれ ぞれ括弧 内に 記入 した 市販 品 を用 い た .

2 . ヒ ト補体成分 の 精製

C 5 bM 6 は Y a m a m o t o ら の 方 法
1 2 ) 1 3)

,
C 7 は

P o d a c k ら の 方法1｣)
,
C 8 は K o lb ら の 方 法

8)
,
C 9 は

Bi e s e c k e r ら の 方法1 5) に よ り
,
ヒ ト プ

ー ル 血 清 か ら そ

れぞれ精製 し た
.
C 5 b- 9 二 量 体 は Bi e s e c k e r らの 方

法5) に 従い , ヒ ト血 清 に よ り溶血 した ウ サ ギ赤血球膜

から 単離 した. C 5 ト9 単量 体 は Y a m a m o t o ら の 方

法
16) に 従い

,
ごく 少量 の C 9 (3 0 〟 g/ m l) を含む C 9 欠

損ヒ ト血 清( 2 倍希釈) に 反応 した ウサ ギ赤血 球( 2 ×

10 9/ m l) か ら単離し た .
こ の 条件で は ウ サ ギ赤血 球 は

はとん ど溶血 せ ず
, 赤 血球膜上 に は C 5 b-9 単壷体が
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形成さ れ て い た
1 6)

.

3 . 放射性 ヨ ウ素に よ るタ ン パ クの 標識

1a ct o p e r o x id a s e 法
1 7) を用 い て精製 C 8 を1 31Ⅰで , 精

製 C 9 を
1 25
Ⅰ で そ れぞ れ標識し た

.

4
. リ ポ ゾ

ー ム に 結合 し た C5b - 8 複合 体の 調 製

リポ ゾ ー ム は Litt m a n ら に よ っ て報 告さ れ て い る

方法1 B)に 従 い , D M P C を用 い て調製 した. D M P C の ク

ロ ロ ホ ル ム 溶液 をチ ッ 素ガ ス で エ バ ボ レ ー

ト し, 残漆

に 1 % D O C を含 む 20 m M トリ ス ー

酢酸緩衝液(0 . 1 M

N a Cl , 0 ･ 1 m M E D T A
,
0 .0 1 % N a N , , p H 8 . 1) を加

え, D M P C の 濃度が 最終 10 m M に なる よう に し た .

B r a n s o n B - 1 2 s o n i負e r を用 い , 4 0 m W で 15 分 間

S O ni c a t e し
,
透析 に より D O C を除い た後, さ ら に 5 分

間 40 m W で s o n i c a t e し て D M P C リ ポ ゾ ー ム を調 製

した
.

調製し た リポ ゾ ー ム を C 5 b
-

6 (2 3 . 2 FL g) , C 7 (1 6 . 1

〟g) と と も に 37
0

C で 1 0 分間保温 した 嵐 1 3 1
Ⅰで標識 し

た C 8( 1 31 トC 8) を加 え, さ ら に 10 分間37
0

C で保温 し

た .
こ の溶液 (0 . 5 m l) に 6 6 % ( w t/ w t) シ ョ 糖液 を

0 . 5 5 m l 加 え , 最 終 シ ョ 糠 漬 度 を 4 0 % と し た
.

Y a m a m o t o に よ っ て報告さ れて い る方法
13) に 従い , 前

出の トリ ス ー 酢酸緩衝液(p H 8 .1) で 作製 した 35 % シ ョ

糖溶液( 3 .O m l) とさ ら に 同 じ トリ ス ー 酢酸緩衝液(1 . O

m l) と を重層 した後
,
B e c k m a n S W 50 . 1 ロ ー タ ー

を

用 い た不連続密度勾配超遠心 をお こ な い(4
0

C
,
4 5

,
0 0 0

r p m , 1 6 時間) , リ ポ ゾ ー ム 画分 を得た.

5
.
シ ョ 糖連続密度勾配超遠心 法 に よ る 沈降係数 の

解析

10 % ( w t/ v) か ら 50 % ( w t/ v) の シ ョ 糖 に よ る連続

密度勾配 を, 0 . 1 M N a C l
,
0 , 1 m M E D T A

,
0 . 0 1 %

N a N 3 , 1 % D O C を 含 む 20 m M ト リ スー酢酸緩衝液

(p H 8 . 1) に て 調製 し た . 超 遠心 は B e c k m a n S W

5 0 ･1 ロ ー

タ
ー

を用 い , 4
0

C で 1 6 時 吼 36 , 00 0 r p m で

行 っ た . 遠心後, 遠心チ ュ ー ブの底 に 穴を あけ, 5 滴

ずつ フ ラ ク シ ョ ン チ ュ ー

ブに あ つ め
,
そ の 放射活性 を

A u t o
-

G a m m a S ci n ti11 a ti o n S p e ct r o m et e r( P a c k e rd)

で測定し た .
C 5 b

-

9 二 量 体( 33 S) , C 5 b -

9 単量体(23

S) , C 7 (5 . 6 S ) を沈降係数の マ ー カ ー と した
.

6 . S D S ･ ポ リ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル 電気 泳動 (S D S ･

p ol y a c r yl a m id e g el el e c t r o ph o r e si s , 以 下

S D S - P A G E と略)

泳動試料( タ ン パ ク量約 25 〃g) は , 非運元 の 場合 に

は 2 % S D S と 1 5 m M ヨ ー ドアセ トア ミド を加 え, 還

元す る場合 に は 2 % S D S と 20 m M D T T を加 え
,
そ

れ ぞ れ 100
b

C で 2 分間煮沸 した.
W e b e r ら の方法Ⅰ9) に

従い
,
0 .1 % S D S を含む 0 .1 M リ ン酸緩衝液( p H 7 . 2)

を泳動用 緩衝液と し, ゲル 濃度 は7 . 5 % を用 い た . 泳動
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終了後
,
ゲ ル を C o o m a si e B rilli a n t 131 u e G 2 5 0 に て

染色, ま た は 2 m m 幅 に 切断 して その 放射活性 を測定

した
.

7 . 溶血 活 性の 測定

へ モ リ ジン(感作抗体) , C l , C 4 b の 結合 した ヒ ツ

ジ赤血球 ( E A C i盲) は , 飯田 ら に よ り報告さ れ て い る

方法2O) で作製 した . C 8 枯渇血清( C 8 d e pl e t e d s e r u m ,

以下 C 8 d S と略) は , 抗 ヒ ト C 8 カ ラ ム に 正常 ヒ ト新

鮮血清 を通 し, C 8 だ け を カ ラ ム に 免疫吸着 させ る こ

と に よ り調製 した2 1) . E A C l - 7 は , E A Ciす( 4 ×10 8/

m l) 1 0 m l と C 8 d S O . 5 m l を , 3 7
0

C で 2 0 分間保温 し

て作製 した .

C 8 の 溶 血 活性 測 定 に は
,
E A C l

q

7 に 1i m i ti n g

f a c t o r と して C 8 を希釈 して加 え, 過剰 の C 9 と と も

に 37
0

C
,
2 0 分間保温 した.

反応停止 に は0 . 1 5 M N a Cl

を加 えて ただ ちに 遠心 し
,
未溶血の 赤血 球 を分離 した

後, 上清中の ヘ モ グロ ビ ン を 4 1 2 n m の 吸光度 で測 定

した .

C 9 の溶血 括性測定 に は, E A C ト8 と と も に 1i m it -

i n g f a ct o r と して C 9 を希釈 して 用 い , C 8 の溶血活性

測定 の 場合と同様の操作 を行 っ た .

成 績

1 . タ ン パ ク 分解酵素 に よ る精 製 C 8 の 分 解

トリ プ シ ン お よ び キ モ ト リ プ シ ン に よ る C 8 分解の

経時的変化 を S D S - P A G E で 分析 し, その 結果を図 1

と 図 2 に 示 し た . 図 1 は 非還元, 図 2 は還 元 の SD S

-

P A G E で あ る . C 8 ( 基 質) 25 j L g と タ ン パ ク 分解酵素

0 . 5 /J g と を3 7
0

C ( p H 7 ■ 5) で保温 し,
一

定時間後に酵

素の 2 倍量 の S B T I ( s o y b e a n t r y p si n i n h ib it o r) を

加 え て反応 を停止 さ せ , S D S - P A G E の 泳動試料とし

た . 放 射 性 ヨ ウ 素 で 標識 し た C 8 を 非運 元 の S D S

- P A G E で分析 した 場合 , β 鎖に 比 べ α
-

γ 鎖の 放射活

性 は は る か に 弱か っ た
8)( 図3 , C o n t r ol) . しか も還元

して α 鎖 と γ 鎖と を分離 し た場合, α
-

γ 鎖 に お ける

放射活性 は ほ と ん ど γ 鎖 に存在 し て い た ( 図 2 ,

C o n t r ol) . した が っ て C 8 を構成す る 3 本鎖の うち
, 放

射性 ヨ ウ素で 標識さ れ る の は β鎖 と γ 鎖 で , α 鎖はほ

と ん ど標識 さ れ な か っ た の で , α
-

γ 鎖 と β鎖の 分解過

程 を区別す る こ とが で き た .

F i g . 1 . S o di u m d o d e c yl s ulf a t e (S D S)- p Ol y a c r yl a m i d e g el el e c t r o p h o r e si s o f C 8 f r a g m e n t s p r o d u c ed

b y t r y p si n a n d c h y m o t r y p s in . C 8 w a s di g e s t e d w i th t r y p si n (A ) o r c h y m o t r y p si n ( B ) a t 37
O

C

(e n z y m e/ s u b s t r a t e = 1/ 5 0 , W t/ w t) : 1 a n e l , C O n t r Ol ; 1 a n e 2 , 1 0 m i n ; 1 a n e 3 , 2 0 m i n ; 1 a n e 4 , 4 0 m i n ;

1 a n e 5
,
6 0 m i n . A ft e r th e i n di c a t e d i n c u b a ti o n ti m e

,
th e r e a c ti o n w a s s t o p p e d b y a d d iti o n o f S B T I ,

a n d a n al y z e d u n d e r n o n r e d u ci n g c o n d iti o n .
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F i g . 2 . Cl e a v a g e b y p r o t e ol y ti c e n z y m e s of
13 1Ⅰ- C 8 . T h e i n c u b a ti o n c o n d iti o n s

W e r e th e s a m e a s i n F i g . 1 . T h e s a m pl e s w e r e a n a l y z e d b y S D S- p Ol y a c r -

yl a m i d e g el el e c t r o ph o r e si s u n d e r r e d u ci n g c o n di ti o n s . T h e g el s w e r e c ut

i n t o 2 m m s e g m e n t s , a n d c o u n t e d i ts r a d i o a c ti v iti e s . C o n tr oI s h o w s th e

r a d i oi o di n a t ed β- a n d γ- Ch i a n s of C 8 .

1 ) 精製 C 8 の トリ プ シ ン 分解

還元 の S D S- P A G E に よれ ば, ト リ プ シ ン の 作 用 に

よ りβ鎖(分子量 70 , 0 0 0) か ら は , 分子 量 38 , 0 0 0 の フ

ラ グメ ン ト (f r a g m e n t , 以 下 F r と 略) と γ 鎖 (分子

量18
,
0 00) と ほ ぼ同 じ分子量 をも つ F r と が 生 じた( 図

2
,
T r y p si n lO mi n) .

分 子 量 38 , 0 0 0 の F r は さ ら に 分

子量26 ,
0 00 の F r に 分解 され た (図 2

,
T r y p si n 3 0

mi n) . 分子量 38 , 0 0 0 ま た は分 子 量 2 6 , 00 0 の F r と 分

子量18 , 00 0 の F r とが
,
ジス ル フ ィ ド結合に よ り結合

してい ると すれ ば , 非還 元 の S D S- P A G E に お い て み

られ る分 子 量54
,
0 0 0 お よ び 44

,
0 0 0 の F r と

, 分子 量

の 一 致がみ られ た ( 図1 , A ) .

した が っ て 非運元状態 で
, β 鎖は トリ プ シ ン に よ り

まず分子 量54
,
00 0 の F r に 分解 さ れ, この F r は さ ら

に 分子量 44
,
0 0 0 の F r に 分解 され る と 考 えられ る .

し

か も こ れら の F r は , そ れ ぞれ 分子 量 38
,
0 0 0 と 18

,
0 0 0

あ る い は 分 子 量 26
,
0 0 0 と 1 8

,
00 0 の F r が

,
ジ ス ル

フ ィ ド結合に よ っ て 結合 して い る と思われ る . こ の こ

と は β鎖 に は鎖内 ジ ス ル フ ィ ド の 結合 の ル
ー プ が 存

在 し, こ の ル ー プの な か に トリ プ シ ン に よる切断部位

が あ る こ と を示唆 して い る .

以上 の β 鎖の 分解物 を除外 し て 考え る と, α
-

γ 鎖

( 分子 量 104 ,0 0 0) は トリ プ シ ン の 作用 に よ りま ず, 分

子 量 77
,
0 0 0 と 28

,
0 0 0 の F r に 分解 され た( 図1 , A ) .

しか し分子 量 7 7
,
0 0 0 の F r は比較 的安定で, β 鎖が 分

解され た 後, は じめて トリ プ シ ン の 作用 をう け る もの

と 思われ る . な ぜ な らば, 分子 量 1 0 4 , 0 0 0 の バ ン ド は

経時的に 減少 して い る に も か か わ らず, 分子 量77 , 0 0 0

の バ ン ド は
一

時増加 した の ち, 徐々 に減少 して い る か

ら で ある(図 1
,
A ) . これ は β 鎖が い ま だ充分に 分解

さ れ て い ない 時期に , 分子 量77 , 0 00 の F r が 蓄積 して

く る こ と を しめ て い る(図1
,
A
,
1 a n e 2

,
3 ) . ま た

別の 理由 と して ,β 鎖 は 30 分間の トリ プ シ ン処理 に よ

り, その 大部分が分解 され て し まう に も か か わ らず(図
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2 , T r y p si n 3 0 m i n) , 分子 量 77 , 0 0 0 の バ ン ド は 60 分

後で も残 っ てい たか らで ある ( 図1 , ん I a n e 5 ) .

β 鎖が 分解され た の ち, 分子量 77 , 0 0 0 の F r は徐々

に ト リ プ シ ン の 作用 をう け は じめ, 分 子 量50
.
0 0 0 と

28
.
00 0 の F r に 分解 され, 分子 量 50 , 0 0 0 の F r はさ ら

に分解 さ れ て, 分子 量 28
,
0 00 と 19

,
5 0 0 の F r に な る

と考え られ る ( 図1 , A ) .

2 ) 楕製 C8 の キ モ ト リ プシ ン分 解

キ モ トリ プ シ ン に よる精製 C 8 の 分解過程 を非運元

の S D S - P A G E で 分析し た結果, 明 らか に α -

γ 鎖よ り

も β鎖の分解速度の方が速か っ た(図 1 , B ) . 還元の

S DS
-

P A G E の 結 果, β 鎖 か ら は 分 子 量54 , 0 0 0 ,

46
,
0 0 0

,
3 8

,
0 00

,
1 9

,
00 0 の 各 F r が 生 じ た (図 2 ,

C h y m o t r y p si n ) . 非違元の S D S
-

P A G E に お い て も こ

れ ら の F r が み られ た の で(図 1 , B) , β鎖 の ト リ プシ

ン 分解 の場合 に示 唆さ れ た 鎖内 ジ ス ル フ ィ ド結合 の

ル ー プ のな か に は, キ モ トリ プ シ ン に よ る切断部位は

ない と考 え られ る. した が っ て β 鎖 はキ モ トリ プ シ ン

に よ り, まず分子 量 54 . 0 0 0 の F r に 分解さ れ, こ の F r

が さ ら に 分解さ れ て分子量46 , 0 0 0 の F r に , 続 い て 分

子 量 38 , 0 0 0 の F r に 順 次分解 さ れ て ゆ き, 分 子 量

38
,
0 00 の F r は 最終的 に ふ た つ の 分子 量 19 , 00 0 の F r

に分解 され ると 思わ れ る .

非運元の S D S -

P A G E に よ る分析で は, α
-

γ 鎖 は ま

ず分子量 82 , 0 00 と 19 , 0 0 0 の F r に分解 さ れ, 分子 量

82
,
0 0 0 の F r は分 子 量 46 , 0 0 0 と 39 , 0 0 0 の F r に 分 解

され た( 図1
,
B) . さ ら に 分子 量46

,
0 0 0 の F r は分子

量 26
,
00 0 と 19 , 00 0 の F r に , また分子 量 39 , 0 00 の F r

は ふ た つ の 分子 量19 ,0 0 0 の F r に そ れ ぞ れ 分解 さ れ

た
.

2 . u p o ･ C 5 b ･ 8 複合体 中の C8 の 分 解

D M P C リ ポ ゾ ー ム に 結合 し たC 5b -8 複合体 ( Li p o
-

C 5 b
-

8〉中の 13 1 トC 8 に対 す る, タ ン パ ク分解酵素の 作

用 を調べ た(図 3) . Li p o
-

C 5 ト8 の総 タ ン パ ク量 160

n g に 対 して酵素 16 n g の割合で, 3 7
0

C
,
3 0 分間保温 し

た後(p H 7 . 5) , た だ ち に 非運元 の S DS -

P A G E に て分

析 した .

C 8 のβ 鎖 は, C 5 ト8 複合体中で は, トリ プ シ ン お

よ びキモ トリ プ シ ン の作用 を全く う け なか っ た
.
α

-

γ

鎖は f r e e の状 掛 こあ る C 8 の 場合 (図1 ) と は
,
全く

別の 部位で切断さ れ た .
つ ま り ト リ プ シ ン に よ り α

-

γ

鎖は分子 量･87 , 0 0 0 の F r を生 じ(図 3 , T r y p si n ) , キ

モ ト リ プ シ ン に よ っ て α
-

γ 鎖 は β鎖 と ほ ぼ 同 じ分子

量の F r を生 じた ( 図3 , C h y m o t r y p si n) .

3
. C 5 b ･ 8 複合体 の C9 結合 能 に 対 す る ト リ プ シ

ン の 影響

C 5 b
-

8 複 合体 は, 多分 子 の C 9 と結 合 して M A C

㌃
.

〇
一

×

≡
d

U
)

の
U

⊥
空

6

‥

.

■
‥

｣
1 0 2 0 3 0

S L f C E N U M B E R

Fi g . 3 . Cl e a v a g e b y p r o t e o ly ti c e n z y m e s of
13 1
トC 8

i n th e C 5b
-

8 c o m pl e x b o u n d t o D M P C li p o s o m e s ･

T h e C 5 b
-

8 c o m pl e x w a s p r o t e o l y z ed a t 3 7
0

C f o r

30 m i n w ith t r y p si n o r c h y m o t r y p si n a t a n

e n z y m e t o s u b s tr a t e r a ti o o f l : 1 0 ( W t/ w t), a n d

a n al y z e d b y S D S
-

p Ol y a c r yl a m id e g el eI e ct r o
･

p h o r e si s u n d e r n o n r ed u ci n g c o n d iti o n . C o n t r oI

Sh o w s th a t th e α
-

γ S ub u n it i s l e s s r a d i oi od i n a t ed

th a n β
-

C h ai n i s .
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( m e m b r a n e a tt a c k c o m pl e x) を形成 す る .
そ こで

,

D M P C リ ポ ゾ
ー

ム に 結合 した C 5 b -

8 複合体 の も つ

C 9 結合能に つ い て , トリ プ シ ン が ど の よう に 影響 す

る か を,
1 3 1
トC 8 を組 み 込 ん だ C 5 b

-

8 複 合体 〔C 5 b

-8 ( 13 1 トC 8) 複合体〕 と
12 5
トC 9 と を用 い て調 べ た .

図4 は , C 5 b
-

8 ( 13 1I -

C 8) お よび C 5 b -

9 (
Ⅰ3 1
トC 8 ,

1 2 5

トC 9) 複 合体 を, D M P C リ ポ ゾ
ー ム か ら 1 % D O C

(d e o x y c h o l a t e) で可溶化 した後(室温 ,
1 時間)

,
シ ョ

糖連続密度勾配超遠心法 に よ っ て沈降係数 を解析 した

結果であ る .
A で は

,
C 5 b- 8 (

1 3 1 トC 8) 複合体が 沈降

係数18 S , 2 5 S お よ び 33 S の 成分 と し て分布す る こ

とを示 した .
こ れ ら の 成分は それ ぞ れ

,
C 5 b

-

8 複合体

の単量体, 二 重体 お よ び それ 以上 の 重合体 であ ると 考

えられ る .
B で は

1 25
トC 9 と C 5 b -8 (

1 3 1 トC 8) 複合体

とが結合 して, C 5 b
-

9 複合体 の単量体 (23 S) お よ び

二 豊体 (33 S) を形成 す る こ と を示 した .

以上 を対照実験と して, C で は リ ポ ゾ ー ム に 結合 し

た C 5 b-8 (
1 31
I - C 8) 複合体を, あ らか じめ 3 r C で 30

分間トリ プシ ン 処理(酵素/ 基質 = 1/ 5
, p H 7 . 5) した .

S B T I を加 えて トリ プ シ ン の 作用 を停止 させ た 後
,

1 2 5
Ⅰ

- C 9 を加 えて 37
0

C で 3 0 分間保温 し, D O C で可溶化 し

て シ ョ糖連続密度勾配超遠心 に か けた . トリ プ シ ン 処

理しな い 場合 に 比 べ ( 図4 , B ) , 3 3 S C 5 ト9 複合体

の 形成は抑制 され て お り, ま た複合体中か らの C 8 あ

るい は C 8 の フ ラ グメ ン トの遊離も み ら れ た (図 4 ,

C) .

4 . 溶血活 性 に お よ ぽ す トリ プ シ ン の 影響

C 5 b
-

8 複合体に 対 す る トリ プ シ ン の 影響 が, 構造的

な変化だ けで なく , そ の生理 活性 に も影響す る こ と を

確めた .
E A C l- 8 (1 ×1 0

8

/ m l) 2 m l に 対 し, トリ プ シ

ン( 1 m g/ m l) 2 0 F Ll を加 え, ま た は加 えな い で 37
0

C で

1 0 分間保温 し, 細胞 を洗浄し た後 C 9 を加 え て その溶

血活性 をも と め た . ト リ プ シ ン 処理 し た E A C l -

8 で

は , 無処理 の場合と く ら べ て , 溶血 活性が抑制 され た

(図5 , B ) . しか し E A C l -

7 を同様 に トリ プ シ ン 処理

しても
,
その 溶血活性 に は全く影響が な か っ た(図 5

,

A) . した が っ て
,
E A C l - 8 に お い て ト リプ シ ン の 影響

をう けたの は C 8 分子 だ と考 えら れ た .

考 察

C 8 に対 する タ ン パ ク分解酵素の 作 用 を, f r e e の状

態の C 8 と C 5 b- 8 複合 体 に 組み 込 ま れ た 状態 の C 8

とで 比較 した .

丘e e の C 8 で は , タ ン パ ク 分解酵素 ( トリ プ シ ン お

よび キモ トリ プ シ ン) の作用 に よ り, サ ブ ユ ニ ッ トの

α
1

γ 鎖もβ鎖も両方 とも 分解さ れ た . 図6 に 各サ ブ ユ

ニ ッ トの 分解の様子 を模式的に 示 した . トリ プ シ ン の

8
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F i g . 4 . A n al y si s o f th e f o r m a ti o n o f C 5 b- 9 d i m e r

(3 3 S) b y s u c r o s e d e n si ty g r a d i e n t u lt r a c e n t rif u g a ･

ti o n . ( A ) C 5 b
-

8 c o m pl e x c o n t a i n in g
1 3 1
I

-

C 8 . ( B)
C 5b - 9 c o m pl e x c o n t ai n i n g

1 3 1
トC 8 a n d

1 2 5
I

-

C 9 . (C)
C 5b- 8 c o m pl e x b o u n d t o D M P C li p o s o m e s w a s

p r o t e ol y z e d a t 3 7
0

C f o r 3 0 mi n w i th t r y p si n a t a n

e n z y m e t o s u b st r a t e r a ti o o f l : 5 ( w t/ w t) . A ft e r

th e a d di ti o n of S B T I
,
th e C 5 b- 8 c o m pl e x w a s

i n c u b a t e d a t 3 7
0

C f o r 3 0 m i n wi th
1 2 5
トC 9 . T h e s e

C 5b - 8 a n d C 5b
-

9 c o m pl e x e s w e r e e x t r a c t e d f r o m

D M P C li p o s o m e s wi th l % D O C a t r o o m t e m p e r a ･

t u r e f o r l h r . T h e a r r o w s i n di c a t e th e p o siti o n o f

r ef e r e n c e p r o t ei n s .
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F i g . 5 . E ff e c t o f t r y p s l n O n th e h e m ol yti c a c ti vi ty

O f th e m e m b r a n e
M

b o u n d C 5 b
-

8 c o m pl e x . E A C 卜 7

C ell s ( A ) a n d E A C l
-

8 c ell s ( B ) w e r e i n c u b a t e d a t

3 7
0

C f o r l O mi n w it h t r y p si n ( ○) o r w ith o u t

t r y p si n ( ●) ; 2 m l o f th e in t e r m e d i a t e d c ell s (1 ×

1 0
8

/ m l) w e r e p r o t e o l y z e d w ith 2 0 iLl o f t r y p si n (1

m g/ m l) . T h e c ell s w e r e w a s h e d th r e e ti m e s a n d

a n al y z e d f o r i ts h e m o l yti c a c ti v it y ; th e E A C IT 7

c ell s w e r e i n c u b a t e d w ith v a ri o u s a m o u n t s o f C 8

a n d e x c e s s o f C 9
,
a n d th e E A C l

-

8 c ell s w e r e

i n c u b a t e d w ith v a ri o u s a m o u n t s o f C 9 .

作用 に よ り , β鎖か ら分子量 54 , 0 0 0 お よ び 44 , 0 0 0 の

フ ラ グメ ン トが 生 じた . しか も , こ れ らの フ ラ グメ ン

トを還元す る と
,
そ れ ぞれ 分子 量38 , 0 0 0 と 18 , 0 0 0 お

よ び 26 , 00 0 と 18
,
0 00 の フ ラ グメ ン トに 分離す る こ と

が わか っ た
.
これ らの結果か ら , β 鏡 に は 鎖内ジ ス ル

フ ィ ド結合 の ル
ー

プが存在 し, こ の ル ー プの な か に ト

リ プ シ ン に よ る切断部位が存在 す る と考 え られ る . し

か し
, 鎖内ジ ス ル フ ィ ド結合の 正確 な位置, お よ び ト

リ プ シ ン
,
キ モ トリ プ シ ン に よ る他 の切断部位と の相

対的 な位置関係 は不明である .

タ ン パ ク 分解酵素に よ る C 8 分解の経時的変化 を比

較し た結果, α
-

γ 鎖(お そ ら く は α 鎖) は β 鎖に 比 べ ,

タ ン パ ク分解酵素の作用 をう けに く い と思わ れ た . さ

らに β鎖 が分解さ れ て は じめ て ,
α 鎖 ( 正確 に は α て

鎖の分子 量 77
,
0 0 0 0 の フ ラ グメ ン ト) は タ ン パ ク 分解

酵素 の 作 用 を うけ る よう で あっ た .
お そ ら く f r e e の

C 8 に お い て は, α 鎖 は β鎖 と γ 鎖 と に よ っ て包 み込

ま れ たよ うな構造に な っ てい て , 液相 か ら隔離され た

状態 に ある と考 えら れ る(図 7) .
こ の こ とは

,
f r e e の

C 8 で は α 鎖が ほ と ん ど放射性 ヨ ウ素 で 標識され な い

こ とか らも 推察さ れ る8) (図2 , 3 , C o n t r ol) .

も と も と α 鎖にテ ロ シ ン残基が 少な い た め に , α 鎖

が標識 され な い の で は な い . 尿素 (6 M )
,
グ ア ニ ジン

塩 酸 (6 M ) な ど の 変 性剤存在下 に お い て, C 8 を

IO D O G E N 法
22) に よ っ て標識す る と, α 鎖 も β 鎖と 同

じ程度に 標識さ れ た か ら で ある
8)

. 実際サ ブ ユ ニ ッ ト

の ア ミ ノ酸組成 を比 較 して み る と, α 鎖 ,β 鎖 とも ほ と

1 0 4 ご0 0 0

7 0
.
0 0 0

T 2 (1~1) T l

l 叫 ｢ 油
二 二

1

C I C 2 C 3 C 4

｢ 前 石盲][ 豆二言占扇

C3 C 2 C 3 C l

[三三:亘亘ヨ【三三;亘亘ヨt z 6 . 0 0 0 I[ 玉巨頭

Fi g . 6 . S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n o f p r o t e olyti c

Cl e a v a g e o f p u ri丘e d C 8 . T h e si t e o f p r o t e o
lyti c

Cl e a v a g e ( J ) a r e t e n t a ti v e . T l , T 2 , ‥ . , a n d C l , C 2 , ･ ･ .;

p ri m a r y , S e C O n d a r y , … . t r y p Sl n a n d c h y m o t ry p si n

Cl e a v a g e sit e s .

ん ど同 じぐ ら い の テ ロ シ ン 残基を有 して い た
2 3)

.
α 鎖

の 総 ア ミ ノ 酸残基数は 568 残基で ある が, その う ち25

残 基が チ ロ シ ン 残基 で あ っ た . また β 鎖 で は, 総アミ

ノ 酸残基 数 553 に 対 し て , テ ロ シ ン 残 基 は 28 残基 で

あ っ た . f r e e の C 8 に 前記の よう な 高次構造を考えれ

ば, ま ずタ ン パ ク分解酵素の 作用 をう ける の は , 酒相

に 接 して い る β 鎖 で , β 鎖が 分解さ れ て α 鎖が 露出さ

れ ると は じめ て
,
α 鎖 はタ ン パ ク分解酵素の 作用をう

け るも の と 思わ れ る .

C 5 b - 7 複合体 に C 8 が結合 した と き, 変化を示すの

は β鎖 で あ る . β 鎖は Li p o
q

C 5 b
-

8 中に お い て は , タ

ン パ ク分解酵素の 作用 を全く う け な か っ た( 図3) .
一

方, α 鎖 は ト リプ シ ン お よ びキ モ トリ プ シ ン に よ っ て

分解 さ れた が ,
f r e e の 場合 と は全く異 な る部位で切断

さ れ た . C 5 b
-

8 複合体 に お ける この よう な C 8 の高次

構造 上 で の変化 は, 以 下の よう な機能面に お ける変化
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Fi g . 7 . S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n o f th e C 8 s t r u c
-

t u r e .

をひ きお こ した
.
L i p o- C 5 b- 8 に 対す る トリ プ シ ン処

理 に よ り
,
まず C 9 の C 5 b- 8 複合体 へ の 結合 が 抑制

され る こ とが わ か っ た( 図4 ) . 次 に E A C ト8 に 対す る

トリ プ シ ン処理 に よ り
,
C 8 の 溶血 活性が抑制さ れ る

こ ともわ か っ た(図 5 , B ) . し か し E A C l- 7 を 同様 に

トリプ シ ン処理 して も , C 8 に つ い て の 溶血 活性 に 何

らの影響を与 えな か っ た( 図5 , A ) . 以 上 の こ と か ら ,

E A C I p

8 に お い て ト リ プ シ ン の 作 用 し た の は C 8 分

子 で
,
その 機能に 影響 をお よ ぽ した も の と考 えら れ る .

S t e c k el ら
23) は S D S 存在下 で の ゲ ル ろ過 に よ り C 8

を α- γ 鎖と β鎖 と に 分離し, それ ぞ れ か ら S D S を除
い た後

,
ふ た たび そ れ ら を再結合 させ る こ と に 成功 し

た
･
さ ら に 彼ら は

, 再結合し た α- γ 鎖 と β 鎖 は, ほと

ん ど溶血 活性 を う し な っ て い な い こ と も 示 し た
.

M o n a h a n ら
24) 2 5)
は β 鎖が 単独 で C 5 b-7 複 合体 と結

合して C 5 b.7(β) を形成 す る こ と
,
さ ら に C 5 b- 7 (β)

に α- γ 鎖を加え ると
,
α- γ 鎖と β鎖が再結合 す る こ

とを示 して
,
C 5 b- 7 複合体と C 8 と の 結合 は C 8 の P

鎖を介 してお こ なわ れ て い る こと を証明 した .

著者 の 実験 結果 は
,
間 接的 な 証拠 で は あ る が

,

M o n a h a n ら の 結果 と 一

致 す る も の で あ っ た
. し か し
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新た に
,
C 5 b- 8 複合体中に お ける β鎖は, タ ン パ ク分

解酵素の 作用 を全く う けな い こ と を明 ら か に した . β

鎖は お そ らく液相中に 霹出して い ない か
, ある い は露

出 して い る と して も, C 5 b - 7 複合体と α
-

γ鎖 , ある い

は膜構造 を含め た三 者が立 体障害とな っ てタ ン パ ク分

解酵素の 作用 を 阻止 して い ると 思わ れ る
.
また C 5 b - 8

複合体 に 対 す る トリ プ シ ン の作用 で α 鎖 が 分解さ れ

た が
, それ に 伴 っ て C 9 結合能 お よ び溶血活性が抑制

さ れ たの で
,
C 9 の 結合部位は C 5 b -

8 複合体中の C 8

α- γ 鎖 に存在 し てい る こ とが確 め られ た .

結 論

C 8 に 対 す る タ ン パ ク 分解酵素の作用 を, f r e e に あ

る 場合 と, C 5 b- 7 複合体 に 結合 した 場合 と で 比 較 し

た .

1 ･ f r e e の C 8 で は
,
α

一

γ 鎖お よ び β 鎖が, 両方 と

む トリ プ シ ン お よび キ モ ト リ プ シ ン に よ っ て 分解 され

た . α
-

γ鎖 は β 鎖に く らべ , 分解さ れに くか っ た .

2 ･ β 鎖 の ト リプ シ ン 分解の結果か ら, β 鎖 に は鎖

内ジ ス ル フ ィ ド結合の 存在す る こ とが判明 した.

3 ･ C 5 b
-

7 複合体 に結合 した C 8 で は, β 鎖は全 く

トリ プ シ ン お よ び キモ トリ プ シ ン の 作用 をう け な か っ

た
.
α- γ 鎖は , f r e e の C 8 の 場合 とは 全く異な る部位

で切断さ れ た .

4 . C 5 b- 8 複合体 の ト リ プ シ ン 処理 に よ り
,
そ の

C 9 結合能 と溶血活性 とが 抑制 され た .
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K e y w o rd s : h u m a n c o m ple m e n t , P r Ot e Oly sis , m e m b r a n e a tt a c k m e c h an is m

A b $t r a Ct

T h e e i gh t h c o m p o n e n t o f h u m a n c o m p l e m e n t ( C 8) c o n si s t s o f t h r e e s u b u n its , 呵 伊, a n d γ

ch ai n s ･ T h e α
-

a n d γ C h ai n s a r e c o v al e n tl y li n k e d t o e a c h o t h e r b y a d i s u lfid e b o n d a n d f o r m t h e

α- γ S u
b u mi t; t h e & γ S u b u n it i s n o n c o v al e n tl y li n k e d t o t h e β

-

C h ai n . B o t h s u b u n it s o f p u ri 鮎 d C 8

( 肘γ a n d βs u b u n it s) w e r e fb u n d t o b e s u s c e p ti b l e t o t ry p si n a n d c h y m o t r y p si n . H o w e v e r , t h e P L

Ch ai n w a s m o r e s e n siti v e t o b o t h e n z y m e s t h a n t h e α
-

γ S u b u n it w a s . T ry p si n cl e a v a g e o f t h e β-

Ch ai n yi el d e d f r a g m e n t s w it h m o l e c u l a r w eig h t s o f 5 4 , 0 0 0 a n d 4 4
,
0 0 0 d al t o n s . U n d e r r e d u ci n g

C O n d iti o n s , t h e 5 4 , 0 0 0
- d alt o n f r a g m e n t w a s d i s s o ci at e d t o t h e 3 8

,
0 0 0 ･ d al t o n a n d 1 8 , 0 0 0

･ d al t o n

f r ag m e n t s , a n d t h e 4 4 , 0 0 0
- d al t o n f r a g m e n t t o t h e 2 6

,
0 0 0 -d alt o n a n d 1 8

,
0 0 0 - d alt o n fr ag m e n t s .

T h e s e r e s u lt s i n d i c a t e t h e p r e s e n c e o f a n i nt r a c h ai n d i s u lfid e b o n d i n t h e β-

C h ai n . U p o n bi n d i n g

O f C 8 t o t h e C 5 b
- 7 c o m p l e x , t h e β- C h a i n b e c a m e c o m p l e t el y r e si st a n t t o t ry p s in a n d c h y m o t r y p

-

Si n ･ B y c o n t r a st , t h e α
-

γ S u b u nit r e m ai n e d $ u S C e P ti b l e t o b o t h e n z y m e s a n d cl e a v e d at t h e sit e s

t h a t w e r e d if f e r e n t f r o m t h e cl e a v ag e sit e s i n t h e u n c o m p l e x e d C 8 . T r y p s in cl e a v a g e o f t h e

C 5 b - 8 c o m p l e x i n h ib it e d t h e C 9
-b i n d in g a nd h e m o ly ti c a c ti vi t y o f t h e c o m p l e x . T h u s

,
t h e

r e s ult s p r e s e n t e d s u g g e st t h a t t h e b i n d i n g o f C 8 t o t h e C 5 b
- 7 c o m p l e x i s m e d i at e d b y it sβ- C h ai n ,

W hil e t h e b i n d i n g o f C 9 t o t h e C 5 b
- 8 c o m p l e x i s m e di at e d b y it s α

-

γ S u b u n it .


