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論文内容の要旨

活性化血管内皮細胞および活性化血小板に発現するレクチン様細胞接着分子 P- セレクチンは，急性炎症における

白血球浸潤に重要な役割を果たしていることがノックアウトマウスを用いた解析などから明らかとなっているo この

P- セレクチンの特異的なリガンドとして，白血球上に発現するムチン様糖タンパク質である P-selectin glycoprotein 

ligand-l (PSGL-l)が知られているo この P- セレクチンと PSGL-l との結合には， PSGL-l が sLex 様糖錯構造を持

ち，かっチロシン残基が硫酸化されていることが必要であることが明らかにされている。一方， P- セレクチン上の

PSGL-l との結合部位については詳細な解析がなされていなし」我々は，抗ラ y ト P- セレクチンモノクローナル抗体

を作製し， PSGL-l との結合に関与する Pーセレクチン上の機能的部位の解析を試みた。

【方法ならびに成績】

はじめに，可溶性ラット P- セレクチン(ラット P- セレクチンーIgG) あるいは Pーセレクチンを発現することが知

られている活性化ラット血小板でアルメニアンハムスターを免疫し， 9 つの抗ラット P- セレクチンモノクローナル

抗体を樹立した。つぎに，樹立したこれらの抗体のリガンド結合阻害活性を検討するために，活性化血小板と

PSGL-l陽性 HL-60細胞の結合実験にこれらの抗体を加えた。その結果， これらの抗体のうち C215抗体のみが，

PSGL-l に対する中和抗体である PLl と同様，ほぼ完全に活性化血小板と HL-60細胞の結合を阻害した。さらに，

C215抗体が p- セレクチンーIgG と HL-6ú細胞白米 PSGL-Í分子との結合を阻害することを免疫沈降により碓認した。

これまで知られている抗 P- セレクチン中和抗体はいずれも P- セレクチンと sLex 糖鎖との結合を阻害することが知

られている o そこで， P- セレクチンーIgG と sLex 糖鎖との結合実験にこれらの抗体を加えその阻害効果を検討した。

その結果， C215抗体を含む 9 つの抗体はいずれも Pーセレクチンと sLex 糖鎖との結合を阻害しなかった。従って

C215抗体は P- セレクチンと sLex 糖鎖との結合を阻害しないが， PSGしl との結合を特異的に阻害する極めてユニー

クなモノクローナル抗体で、あると考えられた。 96種の P嗣セレクチン由来合成ペプチドを結合させたシートを用いた

ドットブロット解析の結果， C215抗体のエピトープは P- セレクチンのアミノ酸番号76から 83 に相当する

WADNEPNN であった。つぎに， C215抗体のエピトープを含むオリゴペプチドを合成し，先の活性化血小板と HL-

60細胞の結合実験および PーセレクチンーIgG と sLex 糖鎖との結合実験に加えてその阻害効果を検討した。その結果，
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このペプチドは C215抗体と同様に P- セレクチンと PSGL-lの相互作用依存性の活性化血小板と HL-60細胞との結合

を阻害したが， P- セレクチンと sLex 糖鎖との結合は間害しなかった。以上から ， WADNEPNN は P- セレクチン上

の新規機能エピトープである可能性が示唆された。

【総括】

我々は， P- セレクチンと PSGL-l との結合は阻害するが sLex との結合は阻害しないモノクローナル抗体 C215を樹

立し，この抗体が P- セレクチン上の 8 アミノ酸よりなるエピトープすなわち WADNEPNN を認識することを明ら

かにした。さらに， この 8 アミノ酸よりなる合成ペプチドが C215抗体と同様に， P- セレクチンと PSGL-l の結合を

特異的に阻害するが P- セレクチンと sLex 糖鎖の結合は阻害しないという結果を得た。これまで， sLex 糖鎖結合ドメ

インのみが P- セレクチン上の機能ドメインと考えられてきた。しかし，本研究により， P- セレクチン上のアミノ酸

76から 83番の WADNEPNN が PSGL-l上の硫酸化チロシンなどのコア蛋白上の機能的部位を認識する新規機能エピ

トープである可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

P- セレクチンと PSGL-l との結合は阻害するが sLex との結合は阻害しないモノクローナル抗体 C215を樹立し， こ

の抗体が P也セレクチン上の 8 アミノ酸よりなるエピトープすなわち“WADNEPNN" を認識することを明らかにし

た。さらに，この 8 アミノ酸よりなる合成ペプチドが C215抗体と同様に， P- セレクチンと PSGL-l の結合を特異的

に阻害するが P- セレクチンと sLex 糖鎖の結合は阻害しないという結果を得た。これまで， sLex 糖鎖結合ドメインの

みが P- セレクチン上の機能ドメインと考えられてきた。しかし，本研究により， P- セレクチン上のアミノ酸76から

83番の“WADNEPNN" が PSGL-l上の硫酸化チロシンなどのコアタンパクを認識する新規機能エピトープである

可能性が示唆されたD

本研究は学位に値するものと認める。
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