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論文内容の要旨

血小板無力症は， フィブリノーゲンや von W illebrand 因子の受容体として血小板機能の中核を担うインテグリン

αllbβ3の量的あるいは質的異常に起因する常染色体劣性遺伝の出血性疾患である。血小板無力症患者の αllb および

β3の遺伝子を解析することによって，本邦における血小板無力症の遺伝子異常の特徴を明らかにするとともに，

αllbβ3の発現やリガンド結合能に対する構造機能連関をより明らかにすることを目的とした。

【方法ならびに成績】

血小板無力症患者 MT と MS の 2 症例の遺伝子解析を施行した。両者とも幼少時より出血傾向があり， リストセ

チンを除く全ての生理的アゴニストによる血小板凝集を欠如していた。イムノプロット法で血小板の αllbβ3を定量

したところ. MT では αllb が15%.β3が22%. MS では αllb が 4 %. ß3が 8%に低下しており，それぞれ E 型，

I 型と分類した。患者血小板より RNA を分離し， αllb および β3の cDNA を RT-PCR 法で増幅した後，全翻訳領

域の塩基配列を解析した。 MT. MS とも αllb cDNA の A2334→C点突然変異による Gln747→Pro ミスセンス変異

(Pro747) を認めた。 II 型の MT は，の Pro747変異のホモ接合体で. 1 型の MS はヘテロ接合体であった。 MS では，

エクソン 18のアクセプターサイト AG に G→A点突然変異を認め， αllb のエクソン 18をスキップするようなスプラ

イス異常を生じていた。 Allele-specific Restriction Enzyme Analysis 法 (ASRA) を用いて MS の両親の DNA を

解析したところ. Pro747変異は父親由来であり，スプライス異常は母親由来であった。したがって. 1 型の患者 MS

は αllb の Pro747変異とスプライス異常の複合ヘテロ接合体であることが確認された。さらに. ASRA 法で，本邦の

血小板無力症患者17例の遺伝子を解析したところ αllb の Pro747変異は 4 症例に認められた(ホモ接合体 2 例， ヘテ

ロ接合体 2 例)。

次に， αllb の Pro747置換が H型血小板無力症の原因である事を証明するため，発現ベクタ- pcDNA3 に Pro747

αllb を組み込んだプラスミドを作製し，野生型の β3 とともにリン酸カルシウム法を用いて293細胞に導入して

αllbβ3の発現を検討した。 FACS では， αllb ゚  3 に対する種々のモノクローナル抗体いずれにおいても，変異型

αllbβ3との結合量は野生型と比べると低下していた。細胞表面タンパクをビオチン標識し， αllbβ3複合体に対する

モノクローナル抗体の AP2を用いて免疫沈降したところ，変異型では αllbβ3の発現量の低下を認めた。また，変異

-445-



型では αllb の前駆体 (pro αllb) も共沈しており， proαllbß3複合体も細胞表面へ発現していると考えられた。野

生型および変異型 αllbß3発現細胞を可溶化し， αllbß3に対するポリクローナル抗体を用いたイムノプロット法にて

解析すると，細胞全体でも変異型 αllbβ3の発現の低下が示されたが， proαllb 量は両者で差を認めなかった。そこ

で，変異型 αllbß3 の発現の低下が，生合成過程のどの段階の障害によるものかを明らかにするために

[35 S ]ーメチオニンを用いて細胞内のタンパク合成を追跡した。 αllb のみを導入した時の proαllb の細胞内での安

定性は変異型と野生型に違いは認められなかった。 αllb と ß3を共に導入した時， proαllb と β3の複合体形成にも

野生型との違いは認められなかった。しかしながら， 24時間後まで追跡すると， proαllb が β3と複合体を形成して

から，野生型では proαllb が切断されて αllb に変化したが，変異型では αllb へ切断されない proαllb の残存が多

く認められた。すなわち，変異型では小胞体で proαllb と ß3が複合体を形成するが，その後のゴルジ装置へ輸送

およびゴ、ルジ装置での proαllb から αllb への切断過程に障害を生じることが明らかとなった。さらに， αllb の 747

番目の残基 Gln の重要性を検討するために， Gln747を Ala に置換して αllbß3の発現を解析したが， Ala747αllbβ3 

の細胞表面への発現は野生型と同じであった。

αllbß3の発現においては， αllb の747番目の残基が Gln であることは必須ではなく，むしろ Pro に置換すること

によって生合成過程に障害を及ぼすと考えられた。続いて， αllbβ3の活性化抗体である PT25- 2 で刺激した後， リ

ガンド類似抗体の PAC- 1 を用いて Pro747αllbß3変異型のリガンド結合能を検討したが，機能障害は認められなかっ

た。したがって， αllb の Pro747変異は血小板無力症における αllbβ3の量的異常の原因であり，質的異常は来さな

いと考えられた。

【総括】

E 型の血小板無力症の新しい遺伝子異常として αllb サプ、ユニットの Gln747→Pro アミノ酸置換を同定し，発現実

験にて αllb の Pro747変異が， proαllbβ3複合体の細胞内輸送，ならびに proαllb の成熟、を障害することを初めて

示した。この αllb の Pro747変異は本邦に特徴的で、 4 症例に認められた。患者 MS では αllb の Pro747変異にエクソ

ン 18スキップを伴っており， 1 型の表現型を呈した。これらの成績は，血小板機能に重要な役割を果たしているイン

テグリン αllbβ3の発現に必要な構造や， 1 型と H型の表現型を規定する遺伝子異常に新たな知見を加えることがで

きるものと考える o

論文審査の結果の要旨

本研究は，臨床症例を出発点として遺伝子解析を行い，発現実験を行って血小板無力症の病因を解明している。血

小板無力症はインテグリン αllbβ3の先天性欠損疾患であり，血小板凝集の中心を担うインテグリン αllbβ3の構造機

能連関を解析する上で非常に貴重な疾患であるo さらにインテグリン αllbβ3は，心筋梗塞などの動脈血栓症の治療

薬の標的として注目されている。本研究では， αllb サブユニットに異常をもっ H型血小板無力症を発現実験を施行

して詳細に検討し， 747番目の Pro 残基が proαllbβ3の小胞体から Golgi 装置への輸送や proαllb の cleavage に

影響することを初めて示した。また，本邦の血小板無力症の遺伝子異常の特徴も考察されているD 全体を通して，臨

床医としての patien t-orien ted research が十分なされており，学位に値する論文と考えられる。

-446 一




