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第1章 要旨 

 [背景] 

多量体免疫グロブリン受容体 polymeric immunoglobulin receptor (pIgR)は、Ｉ型の膜貫通型

タンパク質であり、腸管上皮細胞に表出される。pIgRの細胞外部位は6つの異なるdomainか

らなる。Domain 6は、腸管上皮細胞の膜上に表出しているタンパク分解酵素により切断され、

分泌型免疫グロブリン（pIgs）としてpIgRと一緒に放出される。pIgR自体はpIgsに結合せず

単独でも細胞内輸送され、free secretory component (fSC)として放出される。このpIgRの酵素

的切断部位の点突然変異は、IgA腎症やEB virus関連上咽頭癌など様々な疾患の発症と関与

することが報告されてきたが、詳細は不明である。 

[目的] 

pIgRにおいて、domain 6の580番目のAlaからValへの置換は、pIgRの上皮内輸送の効率を

低下させ、pIgRの機能低下の可能性が示唆されている。本研究では、pIgRのIgRの細胞外

domain 6における酵素切断に関与する種々のmutantを作製し、mutationを起こすことによっ

て分泌能の上昇・低下の変化が起こることを検討した。これによりpIgRの細胞外domain 6

における酵素切断に関与する部位を明らかにすることを目的とした。
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[研究に使用した培養細胞と方法]  

培養細胞Chinese hamster ovary (CHO) cellを使用し、この培養細胞に対して、非標識化抗体、

ないしはhorseradish peroxidase (HRP)-conjugated rabbit anti-human SC antibody (Ab) (DAKO, 

Tokyo, Japan)、HRP conjugated goat anti-rabbit IgG Ab (Jackson ImmunoResearch, Tokyo, Japan)

を使用した。 

ヒトpIgR cDNA EcoRI断片を発現 ベクターに挿入した。このプラスミドを鋳型として、

種々のmutantを作製した。Transfection and metabolic labellingは、培養細胞に、recombinant 

vaccinia virusをinfectionさせた。Transfection後に、metabolic labellingした細胞の培養上清およ

び細胞溶解液を回収し免疫沈降を行った。 

pIgR の domain 6 における各 mutant を stable transfection させ作製し、各プラスミドを CHO 

細胞に Lipofectamine plus reagent を用いて、transfection した。単一のクローンを得るために、

限界希釈法 limiting dilution を用いた。 

また、ELISA を用いて、rabbit anti-human SC antibody でコーティングした後に、インキュ

ベーションした培養上清または細胞溶解液に対して、HRP 標識 rabbit anti-human SC antibody

反応させ、吸光度を測定し分泌効率の判定を行い、統計解析を行った。
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 [結果] 

ヒト pIgR 分子の酵素的切断部位は、580 番目の Ala から Val への置換、606 番目/607 番

目の Glu から Ala に置換、動物種間で高度に保存された領域 9 アミノ酸の各 mutation は、

pIgR の酵素的切断には全く影響しないことが分かった。 

一方、種間で高度に保存された 9 アミノ酸に隣接する N 末端側の 10 アミノ酸を欠損させ

た mutant と C 末端側の 10 アミノ酸を欠損させた mutant は、pIgR の酵素的切断には逆の効

果があることが明らかとなった。すなわち N 末端側を欠失させた mutant では pIgR の酵素

的切断は増強され、C 末端側の 10 アミノ酸を欠失させた mutant は pIgR の酵素的切断に対

して抑制効果を示した。 

[考察] 

pIgR は、分子内の様々な部位が酵素的切断部位に対して、異なる機能を担っている可能

性が示唆された。 

[結語] 

種の間で高度に保存されたアミノ酸領域は、9 アミノ酸とそれに隣接するアミノ酸は、

pIgR の酵素的切断においては重要な役割をしていると考える。 
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第2章 背景 

2-1 粘膜免疫の概要[1, 2] 

ヒト成人の粘膜面を覆う上皮層はおよそ400 m
2 に及ぶと言われている。この粘膜面は外

来刺激に対して防御機構を有し、局所免疫機構と呼ばれる免疫システムがその主体を担う[3, 

4, 5]。粘膜面の防御はこの他種々の化学的および生理学的機構によっても担われているが、

多くの感染源、アレルゲン、癌原性物質の主たる侵入門戸としての粘膜面の防御にとって

は、両者が機能的に協調することが重要である。分泌型免疫グロブリンは局所免疫機構の

主役として活躍する分子である。その役割は粘膜面を通じて体内に侵入しようとする微生

物やその毒素、その他の病原性抗原の排除である[6]。 

 

2-2 分泌型免疫グロブリンの構造 

 図1に、消化管粘膜免疫における多量体免疫グロブリンとSCの産生と分泌を示す。 

 

ヒト免疫グロブリンは5種類のクラスに分類される。このうち局所免疫機構で主体的な働

きをするのはIgAである。血清中に存在するIgA分子は単量体であり、分子量約170 kDaで、

[図 1] 消化管粘膜免疫における多量体

免疫グロブリンと SC の産生と分泌.  

[文献 1]より引用、一部改編 
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H鎖とL鎖それぞれ2分子ずつから構成されているのに対して、粘膜面で働くIgA分子は主に

二量体dimerで、分子量約390 kDaの分泌型IgAと呼ばれるものである。 

分泌型IgAは2つのIgA分子に加えて分子量15 kDaのjoining chain (J鎖)と分子量80 kDaの

secretory component (SC) を含有している。 

 

2-3 Secretory component (SC) 

多量体免疫グロブリンとSCについて概説する。SCは分泌型IgAの構成成分の一部とし

て発見された分子量70-80 kDaの糖蛋白質である。SCは、その前駆体であるpIgRとして粘膜

面を被覆する上皮細胞中で産生される。pIgRの主な産生部位は唾液腺、涙腺、乳腺、胃、

腸、膵臓、腎臓、肺、子宮、肝臓、胆嚢などの消化器系、呼吸器系、泌尿生殖器系など広

範に分布し、通常は漿液性上皮細胞により産生される。免疫グロブリンスーパーファミリ

ーに属する分子であり、N末端を細胞外に向けたI型の膜貫通型蛋白質である。ヒトpIgRの

遺伝子は11個のexonから構成され、細胞外domain、膜貫通領域、細胞質内領域をコードして

いる。このうちexon 3によりコードされる細胞外領域のdomain 1は、様々な動物種で保存さ

れた領域であり、免疫グロブリンigVκdomainのcomplementary determining region 1 (CDR1)

に類似している。そして、この部位がJ鎖を介したIgAとの結合に重要であるとされている。

Exon 7は細胞膜直上の領域をコードしており、細胞膜上の蛋白質分解酵素により切断される

領域と考えられている。またexon 9-11は細胞質内領域をコードしているが、セリン残基や
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チロシン残基などリン酸化酵素の基質を含むと同時に細胞内輸送や基底側細胞膜上での再

循環にとって重要である。つまり、上皮細胞の小胞体内で産生されたpIgRはゴルジ体に輸

送され糖鎖の修飾を受けた後、上皮細胞中の基底側に運ばれるが、C末端側の細胞質内領域

に存在するアミノ酸配列がpIgRを基底側に輸送するために重要な情報を含んでいると考え

られている。また、基底側細胞膜上に表出されたpIgRは細胞内に移行するが、pIgRの細胞

質内領域はこうしたpIgRの動態にとっても重要な情報を含むものと考えられている[5]。 

このようにして基底側細胞膜上に表出されたpIgRは、上皮細胞下の粘膜固有層に分布

するIgA産生細胞で産生された二量体IgAの受容体として機能する。J鎖を含む二量体IgAと

結合したpIgRは上皮細胞内を輸送され、上皮細胞の管腔側に表出される（トランスサイト

ーシスtranscytosis）[7]。ここでpIgRの細胞外領域が細胞膜上の蛋白質分解酵素により切断さ

れ結合した二量体IgAとともに細胞外に分泌され、分泌型IgAとなる。pIgRの細胞外領域を

切断する酵素はまだ同定されていないが、蛋白質分解酵素の阻害薬であるleupeptinにより活

性が抑制される酵素であることが報告されている[8]。pIgRの細胞外への遊離はリガンドで

あるニ量体IgAの結合の有無にかかわらず起こり、こうして形成されるfree SCの機能は完全

には解明されていないが、細菌の粘膜面への付着を阻害するなどが知られている。また、

SCの二量体IgAへの添加により細胞外に存在する蛋白質分解酵素に対して抵抗性を示すよ

うになったり、最近の報告ではSCの糖鎖が腸管上皮細胞表面に付着するムチンなどとの結

合を促進することが明らかとなり、分泌型IgA中のSCの役割が解明されつつある[9]。しかし、
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pIgRの最大の機能はJ鎖を有する多量体免疫グリブリンのみを細胞外に分泌することであり、

粘膜下に形成された免疫複合体も同様の様式で細胞外に除去される。このことが局所免疫

機構の特殊性である。したがって、pIgRの局所免疫機構に寄与する役割はきわめて大きい

といえる。 

 

2-4 多量体免疫グロブリン受容体 polymeric immunoglobulin receptor (pIgR)の役割 

多量体免疫グロブリン polymeric immunoglobulins (pIgs) および多量体免疫グロブリン受

容体 polymeric immunoglobulin receptor (pIgR) について概説する。 

粘膜免疫系は様々な抗原に対する防御の第一線にある[10]。この免疫系の主役として機能

するのが、pIgsである。pIgは、粘膜固有層内の形質細胞により産生され、腸管上皮細胞の

基底側細胞膜表面に存在する多量体免疫グロブリン受容体  polymeric immunoglobulin 

receptor (pIgR) に結合し、細胞内輸送された後に腸管内腔側に表出する[9]。pIgRの細胞外

domainは、腸管上皮細胞の膜上に表出しているタンパク分解酵素により切断され、分泌型

免疫グロブリンとしてpIgRと一緒に放出される。pIgR自体はpIgsに結合せず単独でも、細胞

内輸送され、free secretory component (fSC)として放出される。pIgRのdomain構造、特に酵素

的切断を受けると考えられている部位は、さまざまな種間で高度に保存されていると考え

られている[11]。 

Eiffertらは、ヒトSCのC末端のアミノ酸残基について検索し、fSCのC末端が、Ala
550から 
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Lys
559まで変化に富んでいることを報告している[12]。私の共同研究者である浅野らは、

recombinant vaccinia virusを用いた実験でpIgRの細胞内および細胞外領域に関して種々の

mutantを作成し、アミノ酸欠損領域を作りだし、pIgRの様々な切断部分に関して検討した。

その結果細胞外領域のdomain 6が重要な役割を果たすことを報告している。[13]。しかしこ

の部位が酵素的切断に関与しているか否かは不明であり、また切断に関する酵素も未だ同

定されていない。 

EB virus関連上咽頭癌は、東南アジア、極東アジアにおいて重要な病態と考えられており、

多くの要因が関連した疾患と考えられている[14]。まだはっきりと解明されていないが、少

なくとも2つの分子がその発症に重要であると考えられている。それぞれtype 2 補体受容体

と、pIgRである。EB virusが鼻咽頭上皮に侵入する際に重要な因子と考えられている [15]。

PIgR は、EB virusに結合したIgAを上皮内輸送により取り込む。これは腸管の内腔で、EB 

virusとそれに対するIgA が結合したときに、pIgRがこのimmune complexを細胞内に取り込む

と考えられている。しかしながら、pIgR遺伝子に突然変異が存在する場合に、EB virusがと

りこまれなくなりEB virusの感染に至る、と考えられている[16]。1739C (1739番目のcytosine) 

がT (thymine)へ点突然変異を起こすと、pIgRとIgA-EB virus complexの解離の効率が変化する、

ということが知られている[17]。この1739番目のCからTへの点変異は、アミノ酸レベルでは、

580番目のAlaがValへ変化するという変異を意味し、この変異がIgA 腎症にも深く関与して

いる[18]。更に、IgA 腎症では末梢血液中のIgAが上昇していることが知られている[18]。  
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第3章 研究の目的 

ヒト・ゲノムのsingle-nucleotide polymorphisms (SNP)解析は、疾患解析などにつながる有

効な手法である。この手法による解析の結果、pIgRの点突然変異はその分泌の異常につな

がり、IgA腎症やEB virus関連上咽頭癌の発症と関与することが報告されている[17, 18]。し

かしpIgRの分泌異常に関して詳細は不明である。 

pIgRは構造上、6つのdomainに分類される。このうちdomain 6の580番目のAlaからValへの

置換は、pIgRの上皮内輸送の効率を低下させ、pIgRの機能低下の可能性が示唆されている。

本研究では、pIgRのIgRの細胞外domain 6における酵素切断に関与する種々のmutantを作製

し、mutationを起こすことによって分泌能の上昇・低下の変化が起こることを検討した。こ

れによりpIgRの細胞外domain 6における酵素切断に関与する部位を明らかにすることを目

的とした。 
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第4章 研究の対象および方法 

pIgRの構築とmutant発現およびpIgR欠失株の発現 

4-1 培養細胞 

Chinese hamster ovary (CHO)細胞をJapanese Cancer Research細胞バンクから入手し継代し

ているものを使用した(CHO K-1, JCRB9018)。Chinese hamster ovary (CHO) 細胞を、10%ウ

シ胎児血清(FBS)を添加したDulbecco’s minimum essential medium (10% FCS-DMEM)で培養

した。さらに、50 U/mlペニシリン、50 mg/mlストレプトマイシンを添加した。5% CO2 下、

37
o
Cにて培養した。 

 

4-2 抗体 

非標識化抗体、ないしはhorseraddish peroxidase (HRP)-conjugated rabbit anti-human SC 

antibody (Ab) (DAKO, Tokyo, Japan)、HRP conjugated goat anti-rabbit IgG Ab (Jackson 

ImmunoResearch, Tokyo, Japan)を使用した。 

 

4-3 Plasmid construction 

ヒトpIgR cDNA EcoRI断片を発現 ベクターであるpcDNA3.1 (Invitrogen, Tokyo, Japan) に

挿入した。このプラスミドをpcDNA-pIgR-WTとした。さらにこのプラスミドを鋳型として

Quickchange II site-directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA)により種々のmutant
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を作製した。 

 

4-4 Transfection and metabolic labelling 

培養細胞に、recombinant vaccinia virus を infection させた。Transfection は、既報の方法に

従って行った[12]。本実験の組換えウイルスを関する実験は「培養細胞に対する rota virus

の感染実験（2009-歯-004）」にて P2 の拡散防止措置を取っている。Transfection の 5 時間後

に、labelling mediumで洗浄した (Sigma, St Louis, MO, USA)。さらに 15 分間インキュベーシ

ョンした後、37度で 30分間、Trans-[
35

S] でmetabolic labellingを行った (ICN Biochmicals, CA, 

USA)。Labelling 後の細胞は、10% FCS-DMEM で洗浄し、更に 16 時間インキュベーション

した。その後、培養上清および細胞溶解液を回収し免疫沈降を行った。概要は既知の方法

に従った[12]。ΔCL に関しては、Δ604-612、Δ594-612、Δ604-622 の mutant を、stable transfection

させ作製した。この目的のためには、各プラスミドを NheI で切断・直線化し、CHO 細胞

に Lipofectamine plus reagent (Invitrogen) を用いて、transfectection した。さらに細胞を G418 

(250 g/ml)存在下で培養し、transfectantion した。その後、単一のクローンを得るために、限

界希釈法 limiting dilution を用いた。 

 

4-5 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

ELISA は既知の方法に従った[19]。すなわち 96 well plate を用いて、50 μl の rabbit 
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anti-human SC antibody（リン酸緩衝液 [PBS]を用いて 1,000 倍希釈）でコーティングした後

に、18 時間、4 °C でインキュベーションした。その後、PBS で 3 回洗浄し、1%  ウシ血

清アルブミン (BSA) – PBS、200 μl で 1 時間 37°C でインキュベーションした。その後、1% 

BSA – PBS は廃棄し、回収した 50 μl の培養上清または細胞溶解液は、プレート上に 1 時間、

室温でインキュベーションした。プレートは、0.05% Tween 20/PBS で 3 回洗浄した。HRP

標識 rabbit anti-human SC antibody (DAKO, 1% BSA-PBS で 1000 倍希釈) 50 μl を plate に、

室温で 30 分間反応させた。Plate は 0.05% Tween 20/PBS を用いて洗浄した。ELISA の反

応は、0.1 M のクエン酸リン酸バッファー (pH 5.0) を加えた 1 mg/ml o-phenylenediamine 

(Kanto Chemical, Tokyo, Japan)、0.03%過酸化水素水を加え、20 分間室温で反応させた。反応

後、25 μl の 2 M 硫化水素で停止させた。 

吸光度は Microplate reader model 3550 (Bio Rad, Tokyo, Japan) を用いた。分泌効率の判定は、

Secreted SC/ (cellular pIgR + secreted SC) x 100%の計算式を用い、算定した。実験は標準偏差

をとり、3 回検討した。 

 

4-6 統計解析 

Post hoc Bonferroni 多変量解析テストを用いたワン・ウェイ analysis of variance （ANOVA）

により統計解析で行った。結果は標準偏差で表した。P 値は、< 0.05 で有意差をとった。
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第 5 章 結果 

5-1 pIgR の構築と mutant 発現 

酵素的切断部位の検討 

ヒト pIgR 分子の 580 番目の Ala から Val への置換が、IgA 腎症や EBV 関連上咽頭癌に関

連しているという報告[17, 18]に基づいて、我々は最初に Ala 残基の pIgR の発現と酵素的切

断に関する機能的重要性に関して、検索を行った。それに加えて、様々な動物種間のアミ

ノ酸配列を比較したところ、酵素的切断が行われるであろうと考えられている部位が、高

度に保存されているということが明らかになっている[20]。ヒトにおいて、酵素的切断部位

はこのうちの 606 番目と 607 番目 Glu の間に存在すると考えられている[12]。この Glu を一

方ないしは、両方 Ala に置換した mutant を作製した。図 2 では、pIgR の domain 6 のアミノ

酸配列と 580 番目の Ala および 606 番目、607 番目の Glu の位置を模式的に示している。 

 

それぞれの mutant は、DNA sequence を行い、変異の挿入について確認を行った。CHO 細

胞を用いて、wild type の pIgR と、前述の mutant を transfection させた。それぞれの分子の

発現は、metabolic labelling とそれに続く免疫沈降法によって確認を行った。その結果、120 

[図 2] Domain 6 の全アミノ酸配列。

斜線の部分は各種間で保存された 9

アミノ酸を示す。580 番目のアラニ

ン、606 および 607 番目のグルタミ

ン残基を大文字で示す。TM：細胞

膜貫通領域 
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kDa と 110 kDa の位置に、それぞれのバンドを認めた。それらは成熟した pIgR、あるいは

未成熟な pIgR分子であると考えられた。これらの 120 kDaおよび 110 kDaの分子は、wild type

に加えて全ての mutant で認められたことから、それぞれの分子が正しく CHO 細胞で発現さ

れていることが確認できた。この方法を用いて、free SC の分泌効率の検討を行った。全て

のサンプルにおいて、100 kDa の位置に free SC のバンドを確認することができた。そのバ

ンドの intensity を比較したところ、wild type とそれぞれの mutant で、ほとんど変化を認め

なかった。 

ELISA を用いた分泌効率の検討 

次に、ELISA を用いて、分泌効率の詳細な検討を行った（図 3）。 

CHO 細胞に WT, A580V (A) および E606A, E607A, E606,607A mutant (B)を transfection し

分泌効率を比較した。Transfection 後の細胞は Trans-[
35

S]-label により標識した後、10% 

FCS-DMEM にて 16 時間培養を行った。培養終了後細胞溶解液と培養上清を回収し、抗 SC

抗体により免疫沈降実験を行った。沈降物を洗浄後、8% SDS-PAGE にて展開し、ゲルを乾

燥させた後オートラジオグラフィーにより解析した。(C)それぞれの mutant を transfection し

た後、16 時間 10% FCS-DMEM にて培養後、細胞溶解液と培養上清を回収し ELISA により

それぞれに含まれる fSCとpIgRを定量し解析した。fSCの分泌効率は(free SC/cellular pIgR 

+ free SC)により算出した。WT transfectant における分泌効率を 100%としてそれぞれの

transfectant について比較を行った。結果を図 3 に示す。 
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 分泌効率の検討は、実験の材料と方法に記載した通りに行った。それぞれの mutant の分

泌効率を計算したところ、各 mutant において、分泌効率には大きな差を認めなかった。以

上のことから、各 mutation は、pIgR の分泌効率には全く影響しないことが分かった。 

 

5-2 pIgR 欠失株の発現 

Mutant の作製 

以前の我々の報告で、domain 6 を全て欠失した mutant については、pIgR の分泌効率に決

[図 3] fSC の分泌効率は A580、E606、E607 残

基の mutation には影響されない 

（A）CHO 細胞に野生株（WT）と A580V、 

(B) E606A, E607A, E606,607A mutant の SC

の分泌効率を比較した。培養細胞の細胞溶

解液（supernatant）と培養上清（Cell lysate）

を回収し、抗 SC 抗体により免疫沈降実験

した。(C)各 mutant を transfection した後の

細胞溶解液と培養上清内の fSC と pIgR の

ELISA 
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定的な影響を及ぼすことが分かっており[13]、この domain 6 の酵素的切断に対する影響につ

いて、より詳細に検討することを目的として、次の実験を行った。結果を図 4 に示す。 

図 4A に提示した種々の mutant を作製した。図 2 の pIgR sequence のなかで、斜線部位は、

各動物種間で高度に保存された 9 アミノ酸を示している[10]。この sequence は、α-helix を構

成しており、pIgR の酵素的切断には、極めて重要であると考えられている。そこで我々は

最初に 9 アミノ酸を欠失した mutant の作製し、検討を行った。この mutant の発現レベルは、

Western blotting により確認を行った。その結果、wild type と比較して、やや低い位置に一本

のバンドが検出された。そこでこの細胞を用いて、SC の分泌効率について ELISA 法で検討

した(図 4C)。Wild type の pIgR transfectant では、86.1 pg/ml の free SC を培養上清中に分泌

することが判明した。これは細胞内に発現されている pIgR の総量の 0.3% に相当した 

(Wild type の pIgR transfectant では、細胞質内の濃度が 27 ng/ml に達した) 。Domain 6 全体

を欠失した mutant は、cleavage region deletion (ΔCL)と名付け[13]、wild type との間で分泌効

率の比較を行った。ΔCL における free SC の分泌効率は極めて低く、5 pg/ml 未満であった。

そして free SC は培養上清中にほとんど検出することができなかった。一方、Δ604-612 mutant

においては、わずかに free SCの分泌効率は低下し、76 pg/mlであった。しかしながらwild type 

との間では有意な差は認められなかった。 

これらの結果に基づき、我々はさらに∆604-612 の領域に隣接する 10 アミノ酸を、N 末端

側ないしは C 末端側に欠失させた mutant を作製した。それぞれの mutant は、Δ594-612 ない
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し Δ604-622 mutant と命名した。それぞれの mutant を用いた Western blotting 法では wild type

と比較して、わずかに低い位置に単一のバンドが検出された (図 4B: 第 5 および第 6 レー

ン)。そこでこのふたつを用いて、分泌効率を比較したところ、Δ594-612 transfectant では、

明かに SC の分泌効率の低下が認められ、約 30 pg/ml であった（図 4B：第 4 番目のレーン）。

これに対し、Δ604-612 の mutant では、逆に free SC の分泌効率が上昇し、wild type の 2.2 倍、

実測値は 199.5 pg/ml を呈した。 

これらの結果を再確認するために、metabolic labeling と免疫沈降法を用いて検証を行った。

図 4D に示すように、Δ604-612 の mutant では、wild type に匹敵するほどの free SC の分泌が

認められた。一方 ΔCL mutant では、バンドは検出されなかった（図 4D：第 2 番目のレーン）。

Δ594-612 mutant では、細胞質内 pIgR のバンドは明らかに検出されたのにも拘わらず、培養

上清中にはごくわずかなバンドしか検出することができなかった (図 4D：第 4 番目のレー

ン)。一方で、Δ604-622 mutant においては、非常に明瞭なバンドが検出された(図 4D：第 5

番目のレーン)。これらの結果は、Δ604-622 mutant では、wild type に比較して分泌効率の上

昇を認めたことを意味している。以上の結果は、594 から 603 のアミノ酸と、613 から 622

までのアミノ酸は、pIgR の酵素的切断に対して、全く反対の役割を担っている可能性が示

唆された。 
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[図 4] pIgR の部位による機能的差異 

(A)各 deletion mutant の構造。WT における各種間で保存された領域は斜線で示す。ΔCL mutant は domain 

6 全体を欠失、Δ604-612 は保存された 9 アミノ酸を欠失、Δ594-612 は N 末端側に 10 アミノ酸を欠失、

Δ604-622 は C 末端に 10 アミノ酸欠失させたものである。(B)各 mutant の細胞溶解液を回収し、抗 SC 抗

体を用いた Western blot 法。(C)各 mutant をそれぞれの transfectant させ、培養上清を回収し ELISA により

fSC 量を定量した。ELISA の実験は標準偏差をとり 3 回検討した。(D)それぞれの stable transfectant をメ

タボリック標識し、培養後細胞溶解液（下段）と培養上清（上段）を回収し、抗 SC 抗体により免疫沈降

した 
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第6章 考察 

我々は本研究で pIgR の domain 6 において、580 番目の Ala から Val への変異が、pIgR の

酵素的切断に大きく影響を与えているかも知れないと予測し、詳細に検討した。そこで wild 

type と A580V mutant との分泌効率を比較した。しかし SC の分泌効率には、全く変化が認

められなかった。 

私の共同研究者である浅野らは、これまで pIgR の研究において、CHO 細胞（ハムスター

由来卵巣線維芽細胞）[20]、Baby Hamster Kidney (BHK) cell （ハムスター腎由来の細胞株）

[13]、HT-29 および Caco-2 （いずれもヒト結腸癌由来の細胞株）[21]などの培養細胞を用

いて種々の実験を行ってきた。また Emmerson らは Madin-Darby Canine Kidney (MDCK）細

胞 （イヌ腎臓尿細管上皮細胞由来の細胞株）[22]を用い pIgR に関して報告している。今回

の実験で我々が用いた CHO 細胞は、比較的 pIgR の transfection およびその分泌効率におい

て安定した結果が得られたため、これを使用した。一方、Su TらはMadin-Darby Canine Kidney 

(MDCK)細胞を用いた実験では、A580V mutant が、pIgR の上皮内輸送を低下させ、SC の分

泌効率を低下させる、ということが報告した[23]。この結果は、我々の結果とは明らかに異

なるものである。CHO細胞は、上皮性のMDCK細胞とは異なり極性を有していないうえに、

上皮細胞と線維芽細胞という点で、pIgR の酵素的切断に関与するであろう酵素を有してい

ない可能性がある。理由は明らかではないが、これらの結果の違いは使用する培養細胞や

酵素の種類の相違に由来するものであるかも知れない。 



 

20 

 

この A580V mutant に加えて、我々はさらに 606 番と 607 番におけるグルタミン酸の違い

の重要性[10]について検討を行った。 606 番と 607 番のグルタミン酸というのは、酵素的切

断を受けるであろうという部位に相当している。しかしながらこれらの mutant も pIgR の酵

素的切断にはなんら影響を及ぼさなかった。我々の結果は、これらのグルタミン酸残基と

は pIgR の酵素的切断を担う酵素の認識には、影響を及ぼさない可能性を示唆した。 

pIgR の最も重要な役割は、多量体免疫グロブリンを上皮細胞の基底側で結合し、上皮細

胞内を transcytosis し、腸管内腔へ分泌することである[24]。pIgR と多量体免疫グロブリン

が上皮細胞内管腔側表面に達したあとは、pIgR は多量体免疫グロブリンを機能させるため

に、細胞表面で酵素的に切断されなければならない[9]。したがって、pIgR の酵素的切断と、

それに続く分泌型免疫グロブリンの分泌は、局所免疫機構における適切な免疫学的な

surveillance にとっては、最も重要な点である。pIgR の細胞内領域に関する解析は、これま

で詳細な多数の報告がある[25-30]。Casanova の論文を入れる。一方で、細胞外領域の機能

については、詳細な解析結果は報告されていない。私の共同研究者である浅野らは以前の

報告で、pIgR の細胞外領域の domain 6 が、pIgR の酵素的切断と分泌に関して重要であると

報告した[12]。本報告では、domain 6 内の pIgR の酵素的切断と領域をさらに詳細に検索し

た。その結果、604 番から 612 番目までの 9 個のアミノ酸は、種の間で高度に保存されてい

る領域であるが、α-ヘリックスを構成していて、pIgR の酵素的切断には絶対的に重要であ

ろうと予想されている。しかし今回の実験では、この 9 アミノ酸を欠失させた mutant にお
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いては、SC の分泌効率に何ら影響を及ぼすことはなく、分泌効率の低下は極めて僅少な結

果であった。一方で、594 番から 612 番目までの mutant では、SC の分泌効率は高度に抑制

された。584 番から 612 番目までの mutation では、pIgR の酵素的切断には大きな影響を及

ぼさなかった(データーは示さない)。594 番から 612 番目までのアミノ酸は、上記で述べた

高度に保存された 9 アミノ酸の部位に加えて、pIgR の酵素的切断部位を行う上で必要不可

欠な部分である。一方で、604 番目から 622 番目までの mutant においては、SC の分泌効率

は増強した。この結果は 613 から 622 番目のアミノ酸は、SC の分泌には抑制的な働きを

有している可能性が示唆された。以上、本実験の結果から種の間で高度に保存された 9 ア

ミノ酸とそれに隣接するアミノ酸は、pIgR の酵素的切断においては重要な役割をしている

ことが示唆された。 
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第7章 今後の展望 

今後の研究課題として、1) pIgRの切断酵素を同定する、2) pIgRの領域によって機能的差

異があることが、どのような意味をもつのかを明らかにする。 
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第8章 結語 

粘膜免疫において、多量体免疫グロブリンとSCは重要な役割を担っている。多量体免疫

グロブリンの受容体であるpIgRは、動物種の間で高度に保存された9アミノ酸を有し、それ

に隣接するアミノ酸は、pIgRの酵素的切断においては重要な役割をしていると考える。 
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第9章 臨床への応用 

腸管粘膜に局在する免疫機構は分泌型IgAに大きく依存する。腸管免疫に加えて、pIgRの

酵素的切断部位の点突然変異は、IgA腎症やEB virus関連上咽頭癌の発症と関与することが

報告されてきた。今回の研究結果を臨床応用の観点から考えると、pIgRの上皮内輸送の効

率の機能低下が、IgA腎症やEB virus関連上咽頭癌の発症に関与していることが示唆されて

いる。pIgR のdomain構造、特に酵素的切断部位を明らかにすることが、これらの疾患の病

態の解明ならびに治療につながる可能性があると考える。 
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第12章 図表 

図1：消化管粘膜免疫における多量体免疫グロブリンと分泌型多量体免疫グロブリンレセプ

ター（SC）の産生と分泌[文献1を一部改編]． 

二量体IgAのトランスサイトーシスを示す。J鎖を含む二量体IgA（dIgA）は粘膜固有層内の

形質細胞により産生・分泌される。分泌されたIgAは粘膜上皮細胞の側面に存在する多量体

免疫グロブリンレセプター（pIgR）により捕捉される。dIgA-pIgRは複合体を形成し、細胞

内に取り込まれ、上皮腔面まで運搬される。上皮表面で、pIgRの細胞外領域は酵素的に切

断され、dIgAとして分泌される。 

図2：Domain 6の全アミノ酸配列を示す。斜線の部分は各種間で保存された9アミノ酸を示す。

580番目のアラニン、606および607番目のグルタミン残基を大文字で示している。TM：細

胞膜貫通領域 

図3： 分泌型SC（fSC）の分泌効率はA580、E606、E607残基のmutationには影響されない 

CHO細胞にWT, A580V (A) および E606A, E607A, E606,607A mutant (B)をtransfectionし分泌

効率を比較した。Transfection後の細胞はTrans-[35S]-labelにより標識した後、10% FCS-DMEM

にて16時間培養を行った。培養終了後細胞溶解液と培養上清を回収し、抗SC抗体により免

疫沈降実験を行った。沈降物を洗浄後、8% SDS-PAGEにて展開し、ゲルを乾燥させた後オ

ートラジオグラフィーにより解析した。(C)それぞれのmutantをtransfectionした後、16時間

10% FCS-DMEMにて培養後、細胞溶解液と培養上清を回収しELISAによりそれぞれに含ま
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れるfSCとpIgRを定量し解析した。fSCの分泌効率は(free SC/cellular pIgR + free SC)により算

出した。WT transfectantにおける分泌効率を100%としてそれぞれのtransfectantについて比較

を行った。 

図4：pIgRの部位による機能的差異 

(A) 各deletion mutantの構造。WTにおける各種間で保存された領域は斜線で示す。ΔCL 

mutantはdomain 6全体を欠失した、Δ604-612は保存された9アミノ酸を欠失、Δ594-612はN

末端側に 10アミノ酸を欠失、Δ604-622はC末端に10アミノ酸欠失したものである。(B) す

べてのmutantの細胞溶解液を回収し、抗SC抗体を用いたWestern blot法により発現の有無に

ついて確認した。(C) 5 x 10*5のそれぞれのtransfectantを6-well plateに播種し16時間培養した。

培養上清を回収しELISA法によりfSC量を定量した。ELISAの実験は標準偏差をとり3回行っ

た。(D) それぞれのstable transfectantをメタボリック標識し、培養後細胞溶解液（下段）と

培養上清（上段）を回収し、抗SC抗体により免疫沈降した。 
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