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論文内容の要旨

【目的】

L ーセレクチンは，ほとんどすべての白血球に発現する細胞接着分子であり，白血球が血管内から組織へと遊走す

る過程において血管内皮細胞上のリガンドとの相互作用を介した初期の接着に関与する。一方，これまでに我々は L ー

セレクチンのリガンドが血管内皮細胞以外にも発現していることを報告している。すなわち， L ーセレクチン -IgG

キメラ分子 (LEC- IgG) は，腎凍結切片上で遠位尿細管上皮細胞に選択的に結合し，また，腎間質への白血球浸潤

が見られるラットの尿管結紫モデルでは， L ーセレクチンに対する中和抗体である HRL3 によって白血球浸潤が有

意に抑制される D これらのことは， ラット腎には白血球浸潤に関与する L ーセレクチン結合性分子が存在することを

示すものであるo そこで，本研究で我々は， ラット腎に存在する L ーセレクチン結合性分子の同定ならびにその生化

学的性状の解析を試みた。

【方法ならびに成績】

L ーセレクチン結合性分子が遠位尿細管上皮細胞に限局していることから，我々は，腎より尿細管を豊富に含む画

分を調製し，その可溶化物から L- セレクチン結合性分子を得ることを試みた。まず，尿細管可溶化物を陰イオン交

換カラムにて分画し，各画分について LECー IgG との結合性をドットプロット法にて検討した。その結果， 1M

NaClで溶出された画分に LEC-IgG との強い結合性が見られた。そこで，この画分をピオチン標識し， LEC-IgG 

との結合特異性を ELISA にて調べた結果， この結合は L ーセレクチンに対する中和抗体である HRL3 ，あるいは 2

価金属イオンのキレート剤である EDTA 存在下で著しく阻害された。このことから， 1M NaCl 画分に含まれる分

子と L ーセレクチンとの結合は， 2 価金属イオン依存的な L ーセレクチンのレクチンドメインを介した特異的な結合

であることが明らかとなった。次に LEC-IgG による免疫沈降を行うことで， 1M NaCl 画分中の L ーセレクチン結

合性分子の同定を試みた。沈降物をアガロースを含むポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動した結果， L ーセレ

クチン結合性分子の分子サイズ、は約600kDa であった。また， 1M NaCl画分を様々な糖鎖分解酵素で前処理した後

に免疫沈降を行った結果，へパリナーゼあるいはへパリチナーゼ処理をした場合にのみ600kDa のバンドがほぼ完全

に消失し，それ以外のコンドロイチナーゼ， ヒアルロニダーゼ，ケラタナーゼ，そしてシアリダーゼ処理ではまった

く影響を受けなかった。これらの結果から， 1M NaCl 画分中の L ーセレクチン結合性分子は，約600kDa のへパラ
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ン硫酸プロテオグリカン (HSPG) であることが明らかとなった。さらに HSPG をへパリチナーゼ消化した時に新た

に生じるエピ卜ーフ。を特異的に認識するモノクローナル抗体 3 G10を用いたウエスタンブロット解析の結果，このL ー

セレクチン結合 HSPG のコアタンパク質の分子サイズは， 160kDa および~180kDa であることが明らかとなった。ま

た，腎に豊富に存在することが知られている HSPG であるアグリンあるいはパールカンに対する抗体を用いたウエ

スタンプロット解析では，これらの抗体と L ーセレクチン結合性 HSPG のコアタンパク質とは反応性を示さなかっ

た。従って，腎の遠位尿細管上皮細胞に存在する L ーセレクチン結合性 HSPG はアグリンやノマールカンとは異なる

分子であると考えられる。

【総括】

本研究において，我々は腎の遠位尿細管上皮細胞に存在する L ーセレクチン結合性分子のーっとして約600kDa の

へパラン硫酸フ。ロテオグリカン (HSPG) を同定した。この分子と L ーセレクチンとの結合は， L ーセレクチンのレ

クチンドメインとへパラン硫酸鎖を介した特異的なものであることが明らかとなった。抗体を用いた検討から， この

L ーセレクチン結合性HSPGは，既知の分子であるパールカンあるいはアグリンとは異なる分子であると考えられ，

またそのコアタンパク質の分子サイズ(160kDa， 180kDa) からシンデカン，グリピカンなどのその他の HSPG とも

異なる分子であると考えられる o HSPG は様々なタンパク質と相互作用することが知られており，その中で炎症時に

おける白血球浸潤という現象を考えた場合， HSPG が可溶性の分子であるケモカインを保持し，白血球に効率良く提

示する役割を果たすことが提唱されている o このことから，本研究で同定した HSPG は，腎炎での白血球浸潤にお

いて， L ーセレクチンとの相互作用ばかりでなく，ケモカインの機能にも関与する可能性を持った重要な分子である

と考えられる o

論文審査の結果の要旨

リンパ節の高内皮細静脈に発現し， リンパ球ホーミングに関与すると考えられる L ーセレクチンリガンドについて

は多くの研究がなされているが，それ以外の組織に存在する L ーセレクチン結合性分子に関してはほとんど明らかに

されていない。本研究では，腎の遠位尿細管上皮細胞に局在する L ーセレクチン結合性分子を同定しその生化学的性

状の解析を行った。

腎の尿細管可溶化物を陰イオン交換カラムにて分画したところ， 1M NaCl で溶出された画分に L ーセレクチン結

合性分子が含まれていた。この分子と L ーセレクチンとの結合は， 2 価金属イオン依存的で L ーセレクチンのレクチ

ンドメインを介した特異的なものであった。免疫沈降および各種の糖鎖分解酵素を用いた検討より，この L ーセレク

チン結合性分子は約600kDa のへパラン硫酸プロテオグリカン (HSPG) であることが明らかとなった。ウエスタン

ブロットにより， この L ーセレクチン結合性 HSPG のコアタンパク質の分子サイズは 160kDa および:180kDa である

ことが判明し，また，既知の HSPG であるパールカンやアグリンとは異なる分子であることが示唆された。

本研究は腎の遠位尿細管上皮細胞に存在する L ーセレクチン結合性 HSPG を初めて同定，解析したものであり，

学位に値すると考える O
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