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論文内容の要旨

【目的】

L ーセレクチンはリンパ球，頼粒球や単球などの白血球全般に広く発現し，血管内皮細胞上のリガンドとの結合に

より， リンパ球の末梢リンパ節へのホーミング現象および白血球の炎症巣への浸潤過程に関与する。しかし， L ーセ

レクチンのリガンドは血管内皮細胞上にのみ局在するのではなく，腎の遠位尿細管にも局在していることが知られて

おり，病的な状態において腎への白血球浸潤に何らかの役割を果たす可能性が考えられる。本研究では，免疫組織化

学および生化学的方法により，腎の L ーセレクチンのリガンドの性質を明らかにすることを目的とする。

【方法ならびに成績】

これまでに知られている糖蛋白質性の L ーセレクチンのリガンドはシアリル Lex 糖鎖を持つo はじめに，可溶性L­

セレクチン CLEC- IgG) およびさまざまな抗シアリル Lex 抗体を用いて腎凍結切片を免疫染色したところ ， LECｭ

IgG は遠位尿細管直部と選択的に結合したが，各種の抗シアリル Lex 抗体はこれとは異なる染色パターンを示した。

また ， LEC-IgG と腎凍結切片の結合はシアリダーゼ非感受性であった。以上の結果より，腎における L ーセレクチ

ンのリガンドはシアリル Lex 糖鎖を持たないと考えられた。一方，スルファチドはシアリル Lex 糖鎖とは構造の異な

る L ーセレクチン・リガンドとして知られており ， L ーセレクチンとの結合は部分的にのみ Ca2 + 依存性である。免

疫染色を行ったところ，腎においてスルファチドの存在が確認できたが， LEC-IgG の腎凍結切片との結合が完全に

二価金属イオン依存性で、あったことより，スチルファチドも腎の主要な L ーセレクチン・リガンドではないと考えら

れた。次に，腎尿細管画分を調製後，その可溶化物を Sephacry1 S -300ゲルろ過カラムにかけて， L ーセレクチン・

リガンドの部分精製を行った。各フラクションと LEC-IgG の結合をドットプロット法で調べたところ， ボイド容

積付近に溶出される大きな分子サイズ C>400kDa) のフラクションが LEC-IgG と強く結合した。このフラクショ

ンをビオチン化後， LEC-IgG を用いて免疫沈降を行ったところ， 500--1 ， 000kDa の分子サイズ、を持つ物質が沈降し

た。この高分子サイズの物質と LEC-IgG の結合はコンドロイチナーゼ ABC およびへパリチナーゼ消化により阻害

された。また，これらの酵素消化により腎凍結切片と LEC-IgG の結合も阻害された。以上の結果から，腎におけ

る L ーセレクチンのリガンドにはコンドロイチン硫酸プロテオグリカンおよびへパラン硫酸プロテオグリカンが含ま

れていると考えられた。最近，当教室の川島らは，腎培養細胞株を用いた解析からコンドロイチン硫酸プロテオグリ
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カン・パーシカンを新しい L ーセレクチンのリガンドとして見い出し，腎凍結切片における抗パーシカン抗体および

LEC-IgG の染色パターンは部分的に一致することを報告している。このことから，腎における L- セレクチンのリ

ガンドの一部はパーシカンであると考えられる。これ以外の腎におけるコンドロイチン硫酸タイプの L ーセレクチン・

リガンドおよびへパラン硫酸タイプの L ーセレクチン・リガンドについては現在までのところコア蛋白は不明である。

共同研究者の岡山大学・四万らの結果では，輸尿管を結殺して間質性腎炎を誘導したラットに抗L- セレクチン抗体

を投与したところ，腎間質への白血球浸潤が有意に抑制された。また，正常腎においてみられた遠位尿細管部への

LEC-IgG の結合は尿管結紫後24h までにほほ消失し，尿細管近傍の血管束 (vascular bundle) に LEC-IgG の結

合が見られた。これらのことから，腎における L ーセレクチンのリガンドは病的な状態において血管内皮細胞上で白

血球と結合し，間質への白血球浸潤に関与する可能性が考えられる o

【総括】

本研究により，腎遠位尿細管に局在する L ーセレクチン・リガンドはスルファチドやシアリル Lex 様糖鎖保有分子

ではなく ， 500"""' l， OOOkDa の分子サイズのコンドロイチン硫酸フ。ロテオグリカンおよびへパラン硫酸プロテオグリカ

ンであることが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

L ーセレクチンはリンパ球，頼粒球や単球などの白血球全般に広く発現し，血管内皮細胞上のリガンドとの結合に

より， リンパ球の末梢リンパ節へのホーミング現象および白血球の炎症巣への浸潤過程に関与する o 一方， L ーセレ

クチン結合物質は腎の遠位尿細管にも局在していることが知られているが，本物質が白血球L ーセレクチンのリガン

ドとして機能するかは明らかで、ない。本研究では，免疫組織化学および生化学的方法により，正常腎の L ーセレクチ

ン結合物質の解析を行った。その結果，腎遠位尿細管に局在する L ーセレクチン結合物質は既知のリガンドとは異な

り， 500"""'1 ， OOOkDa の分子サイズのコンドロイチン硫酸プロテオグリカンおよびへパラン硫酸プロテオグリカンであ

ることが明らかとなった。本研究は，非リンパ組織中に存在する L """"'Jセレクチン結合物質の性状をはじめて明らかに

したものであるとともに，今後腎炎における L-セレクチンの関与を研究するための重要な情報を提供すると考えら

れることから，学位に値するものと認めるo




