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Mycoplasma　salivariumのヒト　IgG　Fc結合活性について

　Human　immunogloblin　G　Fc　binding　activity　of

　　　　　　　Mycoplasma　salivarium

北海道大学大学院歯学研究科

　　　口腔細菌学講座

　　　　沢　禎彦

　　　　　指導

北海道大学歯学部細菌学講座

　　渡邊　継男　教授
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒言

　　　　マイコプラズマは細胞壁を欠く原核細胞生物である。その最小増殖単位は直径

　　　が約300nmの粒子で、マイコプラズマは自己増殖可能な微生物の中で最小の微生

　　　物である。したがって、細胞内に納まりうるDNAの大きさには限度があり、遺伝子

　　　の数は少なく、500前後で、大腸菌の遺伝子の数の約1／6である。このため、マイ

　　　コプラズマは栄養要求が厳しく、栄養価の高い培地でないと増殖できない。生体内

　　　にあっては、宿主への依存度が高く、宿主細胞に直接　（細胞壁を介することなく）

　　付着して、宿主細胞と緊密な関係を維持しながら、栄養の供給を得ている。

　　　　ヒトから検出されるマイコプラズマは10種（species）である。肺炎マイコプラ

　　　ズマ（Mycoplasma　pneumoniae）は原発性異形肺炎の病原体である。非淋菌性尿道炎

　　　と診断される症例の約20％がMycoplasma　hominis、Mycoplasma　genitaliumあ

　　　るいはUreaplaSma　UrealytiCUm感染症であり、これらのマイコプラズマは不妊症、

　　早産、死産、骨盤腔内感染症との病因的関連についても注目されている。さらに、

　　AIDS関連マイコプラズマとして、　Mycoplasma　fermentansとMycoplasma

　　penetransが最近多くの研究者の関心を集めている。

　　　Mycoplasma　salivarium（MS）は口腔常在微生物叢の一員であり、主な棲息部位は

　　歯垢と歯肉溝である。MSの歯肉溝からの検出率ならびにMSに対する抗体保有率は、

（　 歯周疾患患者では健常者と比べて有意に高く、それぞれ、87対32％ならびに

　　64．1対14．6％と報告されている。MSは、無歯顎の成人口腔からは検出されない

　　か、検出されたとしても、極めてまれである。唾液中の生細胞数は歯数と相関して

　　増加する。歯周炎、智歯周囲炎、顎骨周囲炎ならびに骨炎などのある口腔では、生

　　細胞数が有意に増加しており、症例によっては病態の変化にともなって、MSに対す

　　る血中抗体価の変動が認められる。
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　MSの生物学的活性のうち、組織傷害性に作用すると思われる、幾つかの性状は下

記の通りである。溶血性がある。エネルギー源としてアルギニンを分解して、大量

のアンモニアを産生する。細胞膜構成成分である糖脂質はシュワルツマン活性、発

熱性、体重低下活性などの内毒素様活性を示す。リン脂質分解活性（phospholipa－

se　CおよびA2）がある。ヒツジ赤血球（SRBC）に付着して、補体を副経路で活性

化し、SRBCを溶解する。ヒトロ腔粘膜細胞ならびに様々な組織培養細胞に付着する。

　以上の所見から、MSは歯周疾患などの口腔感染症においてなんらかの病因的役割

を果たしているものと推測される。

　マイコプラズマ細胞には様々な物質が付着しやすいことがよく知られている。ウ

サギ血清添加培地で増殖させ、遠心（15，000xg、15分）で収穫し、充分に洗浄

したMS細胞から多量（細胞タンパク質量の約10％に相当する）のウサギIgGが

検出される。このマイコプラズマ細胞をウサギに接種すると、ウサギIgGに対する

IgMクラスの自己抗体が産生される。したがって、　MS細胞はウサギ血清由来IgG

と結合するものと考えられる。その結合様式の一つとして、MS細胞とIgG　Fc部位

との結合の可能性が示唆されている。すなわち、免疫グロブリンを含まない、PPLO

シーラム・フラクション（PPLO　serum　fraction、ディフコ社）添加培地で収穫し

たMS細胞がヘモリジン（hemolysin、生研；ウサギをSRBCで積極的に免疫して

得られた、SRBCに対する抗血清）で感作したSRBCを強く凝集する。

　IgGは感染防御抗体として、　Fab部位で病原体を捕らえ、　Fc部位で食細胞のFc

レセプターと結合することによって、オプソニンとしての機能を果たしている。MS

はIgGのFc部位と結合することによって、　IgGのオプソニン活性を失わせ、感染

防御抗体としての存在意義を喪失させるだけでなくて、IgGで擬装することによっ
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て自らを食細胞による補食から守り、持続的な感染を可能にしているのかもしれな

い。この活性を通して、MSは口腔常在微生物叢ならびに口腔感染病巣において重要

な役割を果たしているものと考えられる。

　ヒト系マイコプラズマのIgG　Fc結合活性に関する報告は皆無である。

　本研究の目的は、MS細胞とヒトIgG　Fc部位との結合活性について調べ、結合に

関わるMS細胞表層タンパク質を精製して、精製タンパク質の性状を明らかにするこ

とである。
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　　　　　　　　　　　　材料ならびに方法

1．　試薬類

　アルカリフォスファターゼ（AP）標識イムノグロブリンG（lgG）Fc断片（AP－

Fc；ヒト、ブタ、マウス、ウサギ、ヒツジ、ラット、ヤギならびにウシ）はジャク

ソン社から、ペルオキシダーゼ（Per）標識ヒトIgG　Fc断片（Per－Fc）はロックラ

ンド社から、AP標識抗原特異的ヤギ抗ヒトIgG（アフィニティー一・クロマトグラフ

ィーで精製された、ヒトIgGのγ鎖に特異的なヤギIgG）、　N一アセチルーD一グルコ

サミン（N－acethyl－D－glucosamine）ならびにプロテインAはシグマ社から、金標

識コンカナバリンA（concanavalin　A－gold、Con　A）はE．Y．社から、ペルオキシ

ダーゼとアルカリフォスファターゼの基質キット　｛Per－substrate　kit［Per基質な

らびに基質反応液、enzyme－linked　immunosorbent　assay（ELISA）用］とAP－

subs　tr　ate　kit［イムノブロティング用］｝および金標識標品検：出キット（gold

enhancement　kit）はバイオーラッド社から、プロナーゼ（Pronase　E）はメルク社か

ら、メチルーα一D一マンノピラノシド（methyl一α一D－mannopyranoside）、メチルーα一

D一グルコピラノシド　（methyl一α一D－glucopyranoside）、マンノース　（D－mannose）、

グルコース（D－glucose）は和光純薬から、そしてガラクトース（D－galactose）は

関東化学から、それぞれ、購入した。

　その他の試薬は特級または生化学用を用いた。

2．供試株

　MS　ATCC　23064　．　Esherichia　coli　K12　．　Staphylococcus　aureus　209P　．

Streptococcus　pyogenes　C201、Strep　to　co　cc　us　mutans　B13、OMZ175ならびに

JC2を用いた。

3．　培養ならびに供試株細胞の収穫

5



　　　　ATCC　23064株を、1％（vol／vol）PPLO　serum　fraction、1％（wt／vol）アルギ

　　ニン塩酸塩、0．002％（wt／vo！）フェノールレッド、0．05％（wt／vol）酢酸タリウム

　　およびペニシリンG（1，000U／m1）を添加したPPLOプロス（PPLO　broth、ディフ

　　　コ社；pH6．8）で培養した。　pHが7．4に達した培養液を、15，000xgで30分間

　　遠心して、MS細胞を収穫し、0．25　M　NaC1で3回洗浄した。　MS細胞を、0．25　M

　　NaCl含有10　mMトリス塩酸緩衝液（Tris－HC1、pH　7．4）（TBS）または6％

　　　（wt／vo1）ウシ血清アルブミン（BSA）含有TBS（BSA－TBS）に1ml当りの細胞タン

　　パク質量が1mgとなるように浮遊させた。　MS細胞のタンパク質量はLowry法で測

（　定した。

　　　K12ならびに209Pを普通ブイヨン（栄研）で、　C201、B13、OMZ175ならびに

　　JC2をガムブイヨン（ニツスイ）で培養し、　MS細胞と同様に菌体を収穫した。菌体

　　を洗浄したのちに、MS細胞浮遊液の濁度（660　nm）と一致するように、　BSA－TBSに

　　浮遊させた。

　　4．　供試株細胞のIgGFc断片結合活性の測定

　　　1mlの供試株細胞浮遊液（BSA－TBS）に、　AP－Fc　5μ1（Fc断片、3μ9）あるい

　　はPer－Fc　5μ1（Fc断片、8μ9）を加えて、糖（100　mM）あるいは金属イオン

　　　（1、10あるいは100mM）の存在下ならびに非存在下（コントロール）で、200Cで

　　1時間反応させた。反応後、供試株細胞を　0．25MNaCllmlで3回遠心洗浄した

　　のち、沈渣を1m1のAP基質反応液（1　mM思gC12添加0・05　M　carbonate

　　buffer、pH　9．8）あるいはPer－substrate　kitの基質反応液に浮遊させた。

　　　反応系に加えた糖ならびに金属イオンは表ならびに図に記載した。

　　　AP－Fc結合活性：AP基質反応液に浮遊させた細胞をリンプロEIAマイクロタイ

・
ク

一一r剛■rゴ



r’x

トレーションプレート（平底型、フロー社）の5つのウェル（we11）に、それぞれ、

100μ1ずつ分注し、AP基質［2　mgのP一ニトロフェニルリン酸（P－nitrophenyl

phosphaしe、pNPP）を1田1のAP基質反応液に溶解1100μ1を加えて、37。Cで

反応させた。マイクロプレート・リーダー（バイオーラッド社）を用いて、405nm

の吸光度を測定し、IgG　Fc断片結合活性とした。

　Per－Fc結合活性：Per基質反応液に浮遊させた細胞をマイクロタイトレーション

プレートの5つのwellに、それぞれ、90μ1ずつ分注し、　Per－substrate　kit

の基質10μ1を加えて、37・Cで反応させた。415nmの吸光度を測定し、　IgG　Fc

断片結合活性とした。

　なお、AP－FcのAP活性（OD／min／μ9）はpH　4．0と7．0で、それぞれ、1・60

と6．87、そしてPer－FcのPer活性はpH　4．0と7．0で、それぞれ、22．27と

15．05であった。そこで、pH　4．0でのAP－FcならびにPer－Fc結合活性は、それ

ぞれ、測定値x4．29（6．87／1．60）ならびに測定値xO．68（15．05／22．27）とした。

5．　MS細胞表層タンパク質がIgG　Fc断片の結合活性を担っていることを証明する

　　ための実験

　1）　MS細胞をTBSに浮遊させ、　MS細胞のタンパク質量に対して等量あるいは

5倍量のプロナーゼを加え、37。Cで1時間反応させた。0。25　M　NaClで十分に遠

心洗浄したのち、MS細胞をBSA－TBSに再浮遊させ・IgG　Fc結合活性を測定した・

　2）　プロナーゼ処理ならびに未処理MS細胞のタンパク質を10％のゲルでドデ

シル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）で泳動し、銀染

色した。

　3）　MS細胞をTBSに浮遊させ、細胞タンパク質の5倍量のプロナーゼを加え、

37。Cで1時間反応させた。コントロールとして、プロナーゼ無添加細胞浮遊液を、

妻
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4。C、20◎Cあるいは37’Cで1時間放置した。細胞浮遊液を6，000xgで30分

間遠心し、沈渣を0．25MのNaClで3回洗浄したのちに、0．5％（wt／vol）の

SDSに溶解して、260　nmで吸光度を測定し、壊れていない細胞の核酸量とした。ま

た、上清を10％（wt／vol）のトリクロロ酢酸処理で除タンパクしたのちに、

260nmで吸光度を測定し、壊れた細胞の核酸量とした。総核酸量に対する壊れた細

胞の核酸量の割合で反応系における細胞破壊の程度を評価した。

6．　MS細胞膜のIgG　Fc断片結合活性

　1）　細胞膜の調製

　　MS細胞を蒸留水（D　wr）に浮遊させ、超音波（ヒートシステム、ウルトラソニッ

クス社）で破砕したのちに、100，000xgで1時間遠心した。沈渣をDWと10mM

のリン酸バツプアー（phosphate　buffer、pH　7．2；PB）で交互に10回洗浄し、

PBに再浮遊させて、細胞膜標品とした。

　2）　IgG　Fc断片結合活性のpH安定性

　　［7．1）］に述べるように、MS細胞膜標品をトリトンX－100で処理し、その

100，000xg上清（タンパク質量にして、0．58mg／ml）を得た。その上清200μ1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
に、等容量のブリトンーロビンソン緩衝液（Britton－Robinson　buffer、pH　2．0－

11．0）を加えて混和し、37。Cで1時間放置した。この反応液に含まれる膜タンパ

ク質を、ニトロセルロース膜（バイオーラツド社）にスロットプロット・キット

（Slot－blot　kiし、バイオーラッド社）を用いて付着させた。このニトロセルロース

膜を0．15MNaClならびに6％（wt／vo1）BSA含有PB（BSA－PBS、pH　7．2）に浸

漬し、37◎Cで2時間、ブロッキング処理したのちに、BSA－PBSで希釈したAP－Fc

（Fc断片、6μg／ml　BSA－PBS）と37。Cで3時間反応させた。タンパク質と結合した

2
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　　AP－FcをAP－substrate　kitで発色させて、デンシトメーター（Dual－Wave　Length

　　TLC　Scanner　CS－930、島津社）で400　nmでの反射吸光度を測定し、活性を評価し

　　た。

　　　3）　膜タンパク質のIgG　Fc断片結合活性　　MS細胞膜標品のタンパク質を

　　10％のゲルでSDS－PAGEで泳動し、分画したタンパク質をPVDF膜（lmmobilon

　　PVDF　Transfer　Membrane、ミリポア社）に転写した。　PVDF膜をBSA－PBSに浸漬

　　し、室温で1時間処理したのちに、BSA－PBSで希釈したAP－Fc（Fc断片、30μ9

　　／ml　BSA－PBS）と室温で1．5時間反応させた。　PVDF膜を0．05％（vol／vol）ッィー

　　ン・20（Tween－20）含有PBSで、15分間、2回洗浄したのちに、タンパク質と結合

　　したAP－FcをAP－substrate　kitを用いて発色させた。

　　　これまでの実験で、MS細胞表層の分子量90　kDaのタンパク質（90　kp）がIgG

　　Fc断片と結合する主要タンパク質であることが明らかにされた（Fig．3ならびに

　　Fig．5のlane　AとB）ので、次に90　kpの精製を試みた。

　　7．　90kpの精製

　　　1）　出発材料の調製

　　　　細胞膜標品を1％（vol／vol）トリトンX－100含有10　mM酢酸ナトリウム緩衝

　　液（sodium　acetate　buffer、pH　6．0）（SB－Triton）に浮遊させ、370Cで1時間振

A　　盗・処理した。浮遊液を100，000xgで1時間遠心し、上清を分離した。90kp

　　は上清に含まれていることを［6．3）1で述べたイムノブロッテイングで確認した。

　　　2）　陽イオン交換カラムクロマトグラフィー

　　　　CM一セプアロースFF（CM－Sepharose　FF、プアルマシア社）カラム（3．O　x

　　12．O　cm）を作製し、　SB－Tritonで平衡化した。　トリトンX－100で可溶化した画分を

　　添加したのち、カラム容積の2－3倍量のSB－Tritonを30　m1／hで流して、未吸着

／0

．b
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　　画分を除去した。次に、NaClの直線濃度勾配（O－1．O　M）で吸着画分を溶出し、分画

　　　した。

　　　3）　陰イオン交換カラムクロマトグラフィー

　　　　DEAE一三ファセル　（DEAE－Sephace1、　ファルマシア社）カラム　（1．1　x　9．7　cm）

　　　を作製し、　トリトンX－100を1％（vol／vQ1）となるように加えた10　mMトリス

　　塩酸緩衝液：（Tris－HCI、pH　8．0；TB）（TB－Triton）で平衡化した。　CM－Sepharose　FF

　　クロマトグラフィーで得られた90kpを含む画分を、あらかじめ、　TB－Tritonで透

　　析しておき、DEAE－Sephace1カラムに添加し、カラム容積の2－3倍量のTB一

（I　Tritonを30　ml／hで流して・未吸着画分を除去した・次に・NaClの直線：濃度勾配

　　（O－1．OM）で吸着画分を溶出し、分画した。

　　　4）　クロマトフオーカシング

　　　　PBE　94（ファルマシア社）のカラム（1．2　x　24．8　cm）を作製し、1％（vo1／

　　vol）のトリトンX－100を含む、25　mMのイミダゾール塩酸緩衝液（1皿idazole－

　　HC1、pH　7．4）で平衡化した。このカラムに、10　m1の溶出液を流したのちに、

　　DEAE－Sephacelクロマトグラフィーで得られ、カラムを平衡化した緩衝液で透析し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　　た90kpを含む三分を添加し、225　mlの溶出液：で溶出した。

　　　なお、DWで12．5％（vol／vol）に希釈したポリ緩衝液74（Polybuffer　74、フ
e，’”e・，，

　　アルマシア社）にトリトンX－100を0．5％（vol／vol）となるように加え、　pH　4・0に

　　調整し、溶出液とした。

　　　5）　陰イオン交換カラムクロマトグラフィー

　　　　　クロマトフオーカシングで得られた活性三分をTBで透析し、3）で用いた

　　DEAE－Sephacelカラムに添加し、カラム容積の3倍容量のTBを30　m1／hで流し
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て、未吸着画分を除去した。次に、NaC1の直線濃度勾配（0－2．OM）で吸着画分を

溶出した。

8．　精製90kpのIgG　Fc断片、抗原特異的IgGならびにCon　Aとの結合活性

　1）　イムノブロツテイング法

　　「6．3）膜タンパク質のIgG　Fc断片結合活性」　の項で記載した方法で、精製

した90kpをSDS－PAGEで泳動させ、　PVDF膜に転写して、　AP－Fcならびにヤギ

IgG（ヒトIgGγ鎖に対して特異的）と反応させ、結合活性を評価した。

　Con　Aとの結合活性は、90　kpを転写したPVDF膜をBSA－PBSで5倍に希釈した

Con　Aに浸漬し、室温で1時間反応させたのちに、　gold　en　hancem　ent　kitを用い、

90kpと結合したConAを発色させて、結合活性を評価した。

　2）　ELISA

　　基本的には、Bussoloの方法に従って行った。しかしながら、　MS細胞膜タンパ

ク質のlgG　Fc断片結合活性は、　pH　10．0で非常に不安定で（Table　5）、コーティン

グ緩衝液（0．1Mcarb　on　ate　buffer、pH　9．6；coating　buffer）で不可逆的に約

80％失活した。この活性はpH　7．0で最も安定していたので、90　kpならびにプロ

テインA（比較のために用いた）をPBS溶液として、マイクロタイトレーションプ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　t
レートのwellに付着させる条件を以下のように検討した。

　マイクロタイトレーションプレートのwellを　200μ1のcoating　bufferで、

37。Cで30分間、37。Cで2時間、あるいは37。Cで4時間、室温でさらに8時

間処理したのち、300μ1のDWで3回洗浄（5　min／wash）した。　gO　kpあるいは

プロテインA溶液（タンパク量にして、20μ9／mlPBS）200μ1、コントロール

としてPBS　200μ1を、それぞれ、　we11にいれ、37。Cで4時間あるいは室温で

さらに8時間放置した。we11を洗浄したのちに、200μ1のBSA－PBSで、37。C

．／2
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　　　で2時間ブロッキング処理した。we11にBS　A一　PBSで希釈したAP－Fc　200μ1

　　　（Fc断片、6μ9）をいれ、37。Cで4時間反応させた。　AP一・Fcを捨て、0．05％

　　　Tween　20含有生理的食塩水300μ1で3回洗浄したwellに、　AP基質溶液

　　　200μ1（pNPP、1mg）を加えて、37。Cで反応させ、経時的に405　nmの吸光度を

　　　測定して、IgG　Fc断片結合活性とした。

　　　9．　赤血球凝集反応

　　　　1）　SRBC

　　　　　ヒツジ保存血（生研）を1，330xgで5分間遠心し、沈澱させ、生理的食塩

（　　水で3回洗浄し、以下の実験に用いた・

　　　　2）　90kp感作SRBCの調製

　　　　　Taylor－Robinsonの方法でタンニン酸処理したSRBCを2％（vol／vol）となる

　　　ようにPBSに浮遊させた。この浮遊液1mlと等容量の90　kp溶液（タンパク量

　　　にして、4μg／ml）とを混和し、37。Cで1時間振盛・処理した。浮遊液を

　　　1，330xgで10分間遠心して集めたSRBCを、2mlのPBSに再浮遊させて、

　　　90kp感作SRBC浮遊液（1％）とした。

　　　　3）　Hemolysin感作SRBCの調製

　　　　　PBSで300、400そして500倍に希釈したhemolysin　l　m1と、等容量の

　　　2％SRBC浮遊液とを混和し、37・Cで30分間振盛・処理した。その血球浮遊液を

　　　1，330xgで10分間遠心し、沈澱させて、生理的食塩水で3回洗浄したのちに、

　　　2mlのPBSに再浮遊させて、　hemolysin感作SRBC（1％）を調製した。

　　　　4）　赤血球凝集反応

　　　　　1％（vol／vo1）の90　kp感作SRBC浮遊液50μ1と1e・S（vo1／vol）の
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　　　　　hemolysin感作または未感作SRBC浮遊液を等容量混和し、37・・　Cで2時聞反応さ
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l　　せて・90kpの血球凝集活性を調べた・1
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　結果

　　　1．MS細胞のヒトIgG　Fc断片結合活性

　　　　MS細胞はヒトIgG　Fc断片（AP－FcならびにPer－Fc）と結合し（Table　1）、

　　　pHの低い反応系で強い活性を示した（Table　1）。比較のために調べた細菌では、

　　　Sta．　aureus　209Pのみが強い活性を示した。しかしながら、　MSとは異なり、209P

　　　はpH　4．0よりも7．0ではるかに強い活性を示した（Table　2、3）。したがって、

　　　MS細胞はプロテインAとは異なる様式でIgG　Fc部位と結合するものと考えられ

　　　た。MS細胞のFc断片結合活性はMn2←およびCu2“によって顕著に増強された

　　　（Fig．1）が、マンノース（D－mannose）で阻害された（Table　4）。プロナーゼ処理

　　　によって、MS細胞のFc断片結合活性は顕著に低下し（Fig．2）、分子量約150、

　　　90ならびに88kDaのタンパク質（150　kp、90　kpならびに88　kp）が消失ある

　　　いは減少した（Fig．3）。したがって、これらのタンパク質はMS細胞表層にあり、

　　　IgG　Fc断片との結合に関与していることが示唆された。

　　　　なお、この実験系では、90％以上のMS細胞は壊れていない（Fig．4）ことが確

　　　認された。

　　　2．　MS細胞膜タンパク質のヒトIgG　Fc断片結合活性

　　　　MS細胞の膜タンパク質のうち、90　kpがFc断片と特異的に結合（Fig。5、

（　　1ane　C）した。90　kpはMS細胞膜ではマイナーなタンパク質（Fig．5、lane　A

　　　and　B）であるにもかかわらず、　MS細胞のIgG　Fc断片結合活性を担う主要タンパ

　　　ク質であることが明かとなった。

　　　3．MS細胞膜のヒトIgG　Fc断片結合活性のpH安定性

　　　　MS細胞膜のIgG　Fc断片結合活性は、　pH　6．O－7．0で安定で、　pH　7．0で最も強い

　　　活性を示した（Table　5）。　PH　5．0ならびにpH　10．0で、　pH　7．0の時の活性の
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　　　　　87．5％ならびに81．2％が、それぞれ、不可逆的に失活した（Table　5）。

　　　　　4．　90kpの精製（Table　6）

　　　　　　MS細胞膜標品をトリトンX－100で処理した結果、90　kpを含む細胞膜タンパク

　　　　　質が可溶化された。可溶化した膜タンパク質をCM－Sepharose　FF（プアルマシア

　　　　　社）カラムにかけることによって、0．42－0．62MNaClで、　90　kpを含む二分を得

　　　　　た。この二分をDEAE－Sephacel（ファルマシア社）カラムにかけ、0．18－0．30　M

　　　　　NaC1で90　kpを含む画分を得た。この画分のクロマトフオーカシングで得られた、

　　　　　90kpを含む画分（pH　5．5）を、1．5　Mのトリス塩酸緩衝液（pH　8．0）でただちに

　　（　　pHを7．0に修正したのち、トリトンX－100非存在下でDEAE－Sephace1カラムに

　　　　　かけた。0．2－1．2MNaClで得られた活性画分のタンパク質は、　SDS－PAGEで分子量

　　　　　90kDaの単一のバンドとなり　（Fig．5、Iane　G）、単一のタンパク質として精製さ

　　　　　れた。

　　　　　5．　90kpの性状

　　　　　　1）　IgG　Fc結合活性

　　　　　　　（1）　ヒトならびに動物由来IgG　Fc断片結合活性

　　　　　　　　イムノブロツティング：90kpはヒトlgG　Fc断片と結合した（Fig．5、

　　　　　1ane　H）。　ELISA：PBSに溶解したタンパク質（90　kpならびにプロテインA）

　　A
　　　　　は、coatingbufferであらかじめ処理したマイクロタイトレーションプレートの

l　　　　　wellに吸着した（Fig．6）。　Coating　bufferならびにタンパク質溶液によるwe11

　　　　　の処理時間が長いほど、タンパク質のwellへの吸着効率は上昇した（Fig．6）。そ

　　　　　こで、以下の実験では、coating　bufferで37。Cで4時間、室温でさらに8時間

　　　　　処理したwe11に200μ1のタンパク質溶液を入れ、37。Cで4時間、そして室温



　　　　　でさらに8時間処理することによって、wellにタンパク質を付着させた。

　　　　　　90kpはヒトならびに7種の動物由来IgG　Fc断片と結合し、その活性はプロテ

　　　　　インAのように強い種特異性を示さなかった（Table　7）。

　　　　　　なお、90kpのヒトIgG　Fc断片結合活性は、ヒトIgMとIgGで阻害された。

　　　　　すなわち、90kpを付着させたwellを、10μ9のヒトIgGあるいはIgM（シグ

　　　　　マ社）BSA－PBS溶液200μ1で、37QCで2時間処理したのち、　BSA－PBSで希釈し

　　　　　たAP－Fc　200μ1（Fc断片、6μ9）と、37　QCで4時間反応させたところ、

　　　　　90kpのIgG　Fc断片結合活性はIgMで57．1％、　IgGで93．2％阻害された

　　　　　（Table　8）．

　　A　　　　　　　・（2）　90kpの抗原特異的ヤギ抗ヒトIgG結合活性

　　　　　　　　90kpは抗原特異的ヤギIgGと結合した（Fig．5、lane　I）。

　　　　　　　（3）　赤血球凝集反応

　　　　　　　　90kp感作SRBCは、　hemolysin未感作ならびに感作SRBCを凝集した

　　　　　（Table　9）が、特に後者を強く凝集した（Table　9）。　hemolysin感作SRBCに対す

　　　　　る90kp感作SRBCの比率が増すのにともない、強い凝集が認められた。

　　　　　　2）　ConA結合活性

　　　　　　　90kpはCon　Aに対して強い親和性を示した（Fig．5、lane　J）。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　考察

　　　　本研究では、　MSのヒト　IgG　Fc結合活性をAPで標識したヒトIgG　Fc断片を

　　　プローブ（probe）として調べた。

　　　　MS細胞はヒトIgG　Fc断片と結合し、その結合部位は細胞表層タンパク質

　　　（88kp、90　kpならびに150　kp）であることが示唆された（Table　1－3、

　　　Fig．2、3）。その結合活性はMn2←とCu2“で増強され（Fig．1）、マンノースで

　　　阻害された（Table　4）。したがって、　MS細胞表層のレクチン様物質がIgG　Fc断片

　　　結合活性を担っているものと推測された。

　　　　イムノブロッティング法で、90kpがIgG　Fc断片と結合する主要タンパク質で
1．nhN

　　　あることが明らかにされた（Fig．5、1ane　C）。精製した90　kpは、抗原特異的ヤ

　　　ギIgGと結合した（Fig．5、lane　I）。　gO　kp感作SRBCは、　hemolysin感作

　　　SRBCを凝集した（Table　9）。これらの所見は90　kpがヤギならびにウサギIgGと

　　　Fc部位を介して結合することの直接的な証明である。さらに、90　kpはヒトIgG

　　　のみならずIgMともFc部位を介して結合することが、　IgGならびにIgMが

　　　90kpとヒトIgG　Fc断片との結合を阻害した（Table　8）ことで、明らかとなった。

　　　　90kpは等電点がpH　5．5で、強いCon　A結合活性を示した（Fig．5、lane　J）。

　　　　IgG　Fc結合活性のあるタンパク質としては、　Sta．　aureus　Cowanl株のプロテイ

（　　ンAが良く知られている。プロテインAは、ほとんどの哺乳動物由来のIgG　Fc

　　　部位と結合し、ヒトIgGのサブクラス1、2ならびに4と結合する。ヒトIgGを

　　　精製する場合、ヒト血清をプロテインA一セブアロースCL－4Bカラムにかけ、

　　　0．1Mリン酸緩衝液（pH　7．0）で非付着画分を十分に流出させたのちに、0．1　Mグ

　　　リシンー塩酸緩衝液（pH　3．0）で溶出させる方法が広く用いられる。したがって、

　　　Sta．　aureus　209P菌体がpH　4．0よりもpH　7．0でIgG　Fc断片に対してより強い
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親和性を示した（Table　2、3）のは予想された通りであったが、　MS細胞は全く逆

にpH　7．0よりもpH　4．0で強い親和性を示した（Table　1－3）。各種動物由来IgG

Fc断片との親和性を比較すると、プロテインAが強い種特異性を示したのに対し

て、MS細胞ではそのような傾向は認められなかった（Table　7）。これらの実験結果

からMS細胞はプロテインAとは異なる結合様式でIgG　Fcと結合するものと考え

られた。

　免疫グロブリンとマイコプラズマとの非特異的結合については、これまで2つの

研究グループによって報告がなされている。すなわち、Mycoplasma　hominis　6株な

らびにMycoplasma　arginini　1株の分子量95ないし105　kDaのタンパク質とウ

マ、ヒト、ウサギならびにヤギIgG　L鎖との結合についてAlexanderらが、また

Mycoplasma　argininiとIgG　Fc部位との結合についてLemkeらが、それぞれ、報

告している。なお、M．　argininiは、主として、ヒツジ、ヤギ、ならびにウシから

検出されるマイコプラズマで、IgGFc部位糖鎖のマンノースと結合するといわれて

いる。しかしながら、M．　arginini細胞のFcレセプターの詳細については未だ明

らかにされていないし、そのレセプターを構成する物質の精製も行われていない。

　MS細胞はpH　4．0で強いIgG　Fc結合活性を示したのに対して、　MS細胞膜のト

リトンX－100可溶化画分の活性はpH　7．0で最も強く、　pH　4．0ではほぼ95％の

活性が不可逆的に失われた（Table　5）。この矛盾した結果がもたらされたのは、　MS

細胞のIgG　Fcレセプターは本来150　kp、90　kpならびに88　kpの複合体であり、

トリトンX－100処理によってこの複合体が壊れたためであろうと考えられるが、今

後、さらに検討する必要があると思われる。90kpは、　トリトンX－100可溶化膜画

分を出発材料として精製されたが、クロマトフオーカシングでpH　5・5の画分に溶

／9
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　　　出され、直ちにpHを修正しないと、その活性は失われてしまった。

　　　　ELISAでは、通常、マイクロタイトレーション・プレートのwellにタンパク質

　　　を付着させるために、タンパク質を溶解したcoating　buffer（pH　9．6）でwellを

　　　処理する。90kpと各種動物由来IgG　Fc断片との結合活性をELISAで測定するに

　　　あたって、90kpのFc断片結合活性は高いpH領域で極めて不安定であることが

　　　障害となっていた。そこで、様々な試みの後に、あらかじめ、we11をcoating

　　　bufferで処理することによって、　PBS（pH　7．0）に溶解したタンパク質をwellに

　　　付着させることができることを見いだした（Fig．6）。この方法によって、高いpH

　　　領域で不安定なタンパク質の活性測定にELISAを応用することが可能となる。

　　　　MS細胞は膜表層にアルギニン特異的なアミノペプチダーゼならびにカルボキシペ

　　　プチダーゼを持っていて、炎症のメディエーターであるブラジキニンならびにアナ

　　　フィロトキシン（C3a、C5a）の血管透過性高進活性、食細胞の食作用を賦活化する

　　　タフトシン、ニューロテンシン、サブスタンスPなどを失活させる。MSをはじめ

　　　としてアルギニンをエネルギー源としているマイコプラズマは、感染病巣において、

　　　哺乳動物細胞では認められないアルギニン・ジハイドロレース経路で、アルギニン

　　　を枯渇させることによって、リンパ球の機能を障害し、免疫抑制的に働いているこ

　　　とが明らかにされている。これらの活性と本研究の成果として追加されたIgG　Fc

A　　結合活性は、いずれも、MSが感染病巣において宿主感染防御機構を回避するのを助

　　　け、感染症の遷延化に寄与するものと思われる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　結論

　MSはヒトIgG　Fc部位の糖鎖とレクチン様活性で結合する。結合に関与するのは、

分子量150、90ならびに88kDaの細胞表層タンパク質で、活性を担う主要タン

パク質は、分子量90kDaの糖タンパク質である。
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Table　1．　Effect　of　pH　on　lgG　Fc　fragment　binding　activity　of

　　　　　　　M．　salt’van’um　cells

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fc　fragment　binding　activity’“

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　alJ　pH

Fc　fragment　　　　　　　　　　　　　一一。一一一脚騨輔一口脚口｝一『“『一一鰯鴨脚一ロー一一一一一

alka！ine　phosphatase　26．S　O．16

＊Values　（OD／min／mg）　a　re　means　of　3　determinations．
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Table　2．　Per－Fc　binding　activity　of　M．　salivan’uin　and　some

　　　　　　　bac（eria

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Per－Fc　binding　activity＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　at　pH

Sta．　aureus　209P

E　coli　K12

∫右r．1η乙lta」ロ5　JC2

Str．　pyogen　es　C　201

M．　salivan’um　ATCC　23064

O．169

0．063

0．124

0．091

0．529

1．348

0．008

0．002

0．002

0．005

t．”x ＊Value　s　（OD／mjn）　are　means　of　3　determinations．

＊’Vrhe　optical　density　at　660　nm　of　bacterial　cell　suspensions

used　in　this　expertment　was　adj　usted　to　that　of　M．　salivan’um

cell　suspension　（1　mg　of　protein／mi）．
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Table　3．　AP－Fc　binding　activity　of　M．　saljvan’uin　and　some

　　　　　　　bacteria

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　26」？一Fc　binding　activity＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　at　pH

Sta．　a　ureus　209P

E．　colj　K　12

Str．　mutans　JC2

Str．　m　u　tan　s　OMZ　175

Str．　m　u　tans　B　13

Str．　pyogen　es　C　201

M．　saliva－ri　um　ATCC　23064

O．013

0．048

0．013

0．009

0．008

0．009

0．534

O．541

0．005

0．OOl

O．OOI

O．OOl

O．OOl

O．OIO

★Values（OD／血n）are　means　of　3　deter血nations．
＊iVrhe　optical　density　at　660　nm　of　bacterial　cell　suspensions

used　in　this　expertment　was　adj　usted　to　that　of　M．　salivari　um

cell　suspension　（1　mg　of　protein／mi）．
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Table　4．　The　effect　of　carbohydrates　on　the　Fc　fragment

　　　　　　　binding　activity　of　M．　salivarium　cells

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Relative　activity　（o／o）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mean（n－5）　SD　ps

Methyl－a－D－ma　nnopyranoside　77　16　NS

Methyl－ct－D－glucopyranoside　82　24　NS

N－Acety1－D－glucosamine　67　20　NS
＊Analysed　by　Student’s　t　test．　NS：　Not　significa　nt．
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Table　5．　pH　stability　of　AP－Fc　binding　activity　of　membra　ne

　　　　　　protems

pH　OD／mg＊　Relative　activity　（O／o）

’“Values　（OD／mg）　a　re　means　of　3　deterrninations．
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Table　6．　Purification　of　90　kp　from　M．　salivan’um　cells

Cell　membrane
Triton　X－100

　treatment
CM－Sepha　rose　FF

DEAE－Sephacel
Chromatofocusing

DEAE－Sephacel

Amount　of
　　protem
　　　（mg）

133．0

66．0

　Specific
　　ac　tivity

（OD／rn血／mg）

O．32

N’IN

Yield
（o／o）

100．O

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10．3　2．09　50．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6．2　2．86　41．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　　　　　　　　　　　　　　　　　＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．3　3．75　20．3

“Data　were　not　obtained，　because　Polybuffer　74　interfered

with　the　prote血assay．　NT：Not　tested．
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Table　7．　lgG　Fc　fragment　binding　activity　of　90　kp　and　protein　A

Wells　Binding＊of　Fc　fragments　of　lgG　from
coated　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一”一一一一一一一一一．一一一一一一

舳　　　　Human　SWine　Mouse　Rabbit　CatUe　Rat　Goat　Sheep

Protein　A　＞2．000　＞2．000　O．740　O．299　O．088　O．107　0．130　0．107

90kp　O．303　O．129　O．239　O．244　O．199　O．3270．1590．294

’“dxpressed　as　differences　between　A40s　of　wells　coated　with　protein　and

A40s　of　wells　not　coated　with．　Values　are　means　of　3　determinations
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Table　8．　Effects　of　human　lgG　and　lgM　on　the　attachment　of

　　　　　　　human　lgG　Fc　fragment　to　90　kp

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Attachment　of　IgG　Fc　fragment

Wells
treated　’

with　Binding　activity’le　Relative　activity　（O／o）

＊Expressed　as　differences　between　Aztos　of　wells　coated　with

90　kp　and　A40s　of　wells　not　coated　with．　Values　are　means　of

3　determinations．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　9．　Hemagglutnation
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tarmic　acid　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　牌cadd　：　　　1亡亡　　　｛

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ

　　　　　　　　　　　　　（　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　葺

　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ii

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！
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Fig．　1．　The　effect　of　metal　ions　on　the　human　lgG　Fc　fragment　binding

activity　of　Mycoplasnt　a　salivarium　cells．　The　cells　were　examined　for　the
Fc　fragment　binding　activity　in　the　absence　（■）　or　presence　of　1　（口），

10　（i翻）　and　100　mM　（幽）　of　metal　ions・　Each　value，　expressed　as　absorbance

change　at　405　nm　per　one　minute　per　one　mg　of　cell　protein，　represents　the

mean　and　standard　deviation　of　five　determinations．　Analysed　by　Student’s
t　test　and　significantly　different　from　contro1　（Pく0．001，　n＝5）．
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Fig．　2．　The　effect　of　pronase　on　the　Fc　fragment　binding　activity　of

Mycoplasma　salivarium　cells．　One　part　of　the　cell　suspension　（2　mg　ot’　cell

protein／ml）　wastreated　at　370C　for　one　hour　without　（cont）　or　with　one
part　of　pronase　solution　at　a　concentration　of　2　（1　：　1）　or　10　mg／ml　（1　：

5）．　The　cells　treated　withpronase　were　examined　for　the　Fc　fragment
binding　activity　by　the　method　described　in　the　text．　Each　value，

expressed　as　absorbance　change　at　405　nmper　one　minute　per　one　mg　of　cell

protein，　represents　the　mean　and　standard　deviation　of　five
determinations．　Analysed　by　Student’s　t　test　and　significantly　different
frem　control　（p〈O．OOI，　n＝5）．
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Fig．　3．　S　D　S－PAGE　o　f　p　r　o　t　e　i　n　s　o　f　M　y－gp－gll，lass－gl－gm　a　s－at．L；．y－g．1一；一g．！gl　i　v　a　r　i　u　m　c　e　l　l　s　t　r　e　a　t　e　d　w　i　t　h

pronase．　One　part　of　the　cell　sし【spension（2　mg　of　cell　protein／ml）　was

treated　at　370C　for　1　h　witheut　（lane　A）　or　with　one　part　of　pronase
solution　at　a　concentration　of　2　（Iane　B）　or　10　mg／ml　（lane　C）．　SDS－PAGE

was　performed　in　10　％　gels　and　stained　by　use　of　Silver　stain　kit　（Bio－

Rad）．
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Fig．　4．　T　h　e　1　y　t　i　c　e　f　f　e　c　t　o　f　p　r　o　n　a　s　e　o　n　ll．lt（一g｝一gc　oLp一！1－aaLps一！tlLa，a　s－at．1一；一y一｛｝，IL！g－lgl　l　v　a　r　i　u　m　c　e　l　l　s．　O　n　e

part　of　the　cell　suspension　（2　mg　of　protein／ml）　was　incubated　with　one
part　of　pronase　solution　（10　mg／mi）（　at　370C　for　1　h．　As　controls，　the

cell　suspension　diluted　1　：　1　with　BSA－TBS　was　incubated　for　1　hon　ice
O，　at　200C　（O）　or　at　37　oC　（e）．The　O／o　lysis　of　the　cells　was　determined

as　described　in　the　text．
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Fig．　5．　Purification　of　90　kp　from　MS　cells　and　its　characterization．

membrane　proteins　（4　，ag　of　protein／lane）　were　separated　by　SDS－PAGE　and

transferred　tolmmobilon　PVDF　membrane　（Millipore）．　Thegels　were　stained　by
use　of　Silver　stain　kit　（Bio－Rad）（lane　A）　and　scanned　at　530　nm　in　a　Dual－

Wave　Length　TLC　Scanner　CS－930　（Shimadzu）（lane　B）．　The　PVDF　membrane　was

reacted　with　AP－conjugated　Fc　fragment　of　human　lgG　（lane　C）．　SDS－PAGE

patterns　of　90　kp－containing　fractions　obtained　by　chromatography　on
CM－Sepharose　FF　（lane　D）　and　DEAE一一Sephacel　（lane　E），　chromatofocusing　on

PBE　94　（lane　F），　and　chromatography　on　DEAE　Sephacel　in　the　absence　of

Triton　X－leO　（lane　G）．　90　kp　was　electrophoresedon　SDS－PAGE　gels，

transferred　to　PVDF　membrane，　and　reacted　with　AP－conjugated　Fc　fragment
of　human　lgG　（lane　H），　AP－conjugated　goat　anti－human　lgG　（lane　1）　or　Con　A

（lane　J）．
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O．1　M　carbonate－bicarbonate
well），　2　h　（2h－well）　or　4　h

well），　and　then　washed　with

incubated　with　200　LLI　of　a
PBS）　or　PBS　at　370C　for　4　h

12　h　we！l）．　The　wells

incubated　with　200　LLI　of
with　BSA－PBS　at　370C　for　4

200　LLI　of　AP　substrate

in　a　Microplate　Reader

expressed　as　differences
－conjugate　一　mean　A4zs　of　4
Aa・o一，．　of　4　P－wells　iRcubated

with　pBs－BsA）．　e，O，”，

wells，　and　12－12　h

　6．　Determination　of　reactivity

ELISA．　Wells　of　microtitration

co　ated

　　　　AP－conjugated
　　　　　h

　　solution
　（Bio－Rad）

　　　between

　　　　　and　一，

wellscoated

　ivity　of　90　kp　with　Fc　fragment　of　human　lgG

　　Lon　plates　were　pretreated　with　200　LLI　of
buffer　（pH　9．6）　at　37　C；C　for　O．5　h　（O．5　h－

and　then　at　room　temperature　for　8　h　（12　h－
300　LL　1　DW　th　ree　times　（5　min　／w　ash）．　The　TN　el　ls

solutien　of　90　kp　（20　，ag　of　protein／ml　of

or／and　then　at　room　temperature　for　8　h　（12－

　with　protein　（P－wells）　or　not　（N－wells）　were

　　　　　　　　　　　Fc　fragment　of　hurnan　lgG　diluted

．　After　washed，　the　wells　were　incubated　with
　　　　　at37’oC　for　three　hours．　The　A4zs　was　read

　　　　．　lgG　Fcfragment　binding　activity　was

　　　　　（meaR　A4es　of　4　P－wells　incubated　with　AP

N－wells　incubated　with　AP　conjugate）　and　（mean
with　PBS－BSA　一　mean　A4zE，of　4　N－wells　incubated
　　　　A”es，　of　O．5　h－wells，　2　h－weils，　12　h－

　　　with　90　kp，　respectively．

r一一一一一



イ

ゴ
L；　11　一1

，

＿日‘

a　一’1　ii　’　’．lri

，

t

一

r

一一

L

▲

」

　　　　ii　i　，　一　a

’硬＿　　一

　噂h「一　　Idl　F

t

．
T

T　 トーIJ　T

t’

i

L

r

L

1一

l　L「　　ト

　　　．

一
I
F

，

r．

t－

　L　，e　L一　一一i

一レ

［ 」

Oワ「
　
　

念

貼
　
占
」

　
　
卜
し
－
1

　
　
、
7
「

＝
　
、
」

　
　
「

　
　
　
　
，
レ

一
r
』
．
」

　
　
　
仙

1
．
一
■

セ
　

一
　
ワ
．

　
冒
　
　
，

　
1
仙F

，
一
↓
　
一

　
　
　
　
　
騨

　
　
「
↓

　
　
　
一
、

、

r
，

　　．VL

一J

－ir．，

；

’

1　；　’t”；　一

　一　1

如
丁

ー
ヤ

■

．v

’

’

▼1・・骨

Lr　t

，　Ll

■
」
一

卜

r

」
“

t

L一@一
一
　
■

畠

“

1

“P

b

Ll　1

J一

1

レ

寸

1

「
‘

i　「t　」L　　レニ
　　　　，
　　　　　　　一f
　　　　　　　　　P

L’　：　一’@”i？

⊥

イ
ー
、
．

P
、
雪

＝

　

1
　

レ

F

〒

「

」
、

r

∫
▼

し

“；　r

　　t　L
j　「占

　Ll

や■一 @　　　」1
P一　’一秩@一　” @r

1　ri

　　　　　　，一．　，

　　　　　艸『
　　　　　　　　　．　；＝ご
11　，一　Ll；，　Ll　’　”　’ k

嘱

　　　　　’J　IS
－i P　JL．一一　LL

．

凋
、
　
．

ず．一　一　」

　．1　」．

’　T・

．
，

LF
h

　　　　　　コ　
　　7i一「　之1
　1　　　　　　　　　　」　　．

申　LII　　　　　　　　　　　　　　　　　　P

tr

　　：．　ii　Ll
　し　　「　　1・℃・Lf

II一

@　闇幽　　　　l　　IN，＿
　　　　　　　hi－i　u
　　　　　　　　　→1当
　　　　　　　ゴ騨．一1－1

　　　　　㍉　　「マ1
！H’ P

1

暫

’
騨

｝
哩げ

r

’岬F

「

■

一
一

－
h

　
一
」
一
昌

　
　
．
’
■
「

一
」
・
一
「

一
一
■
［

」

「

「

■

ワ

「

「

「．

－o冒

’

■

一

二

「
司
－

’

吃
1

「

“

ヤ

▲

「

9■

「

卜

　
層
，

↑
　
レ

O

・
　
」
し

　
　
　
●
‘

■　
　
、
」

「

r「

φ
、

」
］

吟

－
；
」
‘

　
　
b
・
ギ

「
可
1
　
」

’

　
　
T

　
　
■

」
」

一
「

．
マ

　
　
」

毒、

㍗

」

‘
一

　
噂

「

；　　　1ニーt　Tfi」

　1　　＝1．

　　ρ舳1　　．F　　　r

　　　　I臼
　　　　コ1祠．
　LII－　1－i」
　　　Il士

・　　　　　　　　．　　　↓

　　　ロ　　　　　　
；　　　1、’一1

「▲
1

一

　
、
」

’
一
恥
－

　
－
「
早

㌃
，
乖
も

7

「

）1．fき，
　　　　　1　1“1
　　　　　一　一一‘；
　，一）L町1「　　　，

e一　　　　　．　　岨

T

，1，，

“
㌻
「

49790930t58T8
11川

しF2。A4NY　　MADE　iN　JAF戦”

”rl， 　　　　　　　　　　　　・瀬．　　　　　　纏・
灘．難　＿灘購懸隔i簿懇躍鑛灘li雛醗灘難難、欝懸獲



葉

慧

．．

M
．
『
、
、
停
．
一
為
一
．
．
レ
馬
、
，
，
6
q
．
畢
距
ら
．
聾
輩
．
喋
．

毒
垂
璽
　
　
蓬
澤
彊
慮
・

ゆ
る
ヨ
ぱ
　
め
　
ゆ
　
み
　
ゅ
　
の
　
ヨ
　
ゆ
　
　
り
　
さ

㍑．

V
σ
q
o
閑
∩
o
δ
「
∩
o
葺
「
o
モ
舞
6
7
Φ
し
り

，
∵
．
。
。
ε
や
．
．
「
「
：
o
く
雪
‘
9
魯
．
．
「
～
鳳
至
．
．
ゲ
」
〆
」
Φ
Ω

コ
　
　
　
一
三

一
ω
・

幽
　
　
「
’
　
　
．
、
　
　
’

」
ゆ
　
ゆ
　
一

一
為

一
窃

一
〇

ぐ

一
G
◎

一
〇

tげ　L

躍
o
q
奥
9
9
＜
い
8
δ

一
〉
一
　
ト
。
　
ω
　
轟
　
α
　
①

．
、
　
穿
鯵
叱
一
彰
｝
垂
F
一
略
彰
｝
F
宮
卜
■
・
．
」
も
．
．
ト
レ
旨
：
：
．
し
．
．
．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
膨

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〕

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
．
　
冒

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
と
『
量
「
－

　
　
⑨
苔
二
更
。
刈
豪
・
蚕
婁
二

計
．
．
．
憩
つ
8
【
’
ひ
．
㍉
ビ
＝
…
む
．
p
．
緬
．
麺
野

．r覆

講鰐

ヨ
　
。
。

　
⑩
　
一
〇
　
ゴ
　
、
一
白
，

心．

＠
ス
g
雲
鳥
8
刈
．
望
”
蚕
3
ズ

「
ξ
訟
轟
「
窃
、
．
一
三
ロ
，
ぐ

譲議
耀
．

一
㊤


