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論文内容の要旨

細胞の構成要素の一つであるリソゾームには様々な種類のプロテアーゼが含まれている。これらプロテアーゼは非

特異的な分解を行うことにより、細胞の代謝回転に関与すると考えられてきたが、近年の研究から組織・基質特異性

を示すプロテアーゼの存在も知られるようになってきた。リソゾームのシステインプロテアーゼであるカテプシン B 、

H 、 L はそれぞれ肺胞マクロファージに局在するが、カテプシンHのみ E型肺施上皮細胞の層板小体にも局在するこ

とが報告されている。 E型細胞はサーファクタントを産生・分泌し、層板小体にはこの素となるリン脂質や特殊蛋白

が含まれる。これまでの研究からサーファクタントの形成にリソゾームが関与すること、またその構成要素である特

殊蛋白は、リソゾームの多胞細胞で活性化されることが報告されているo 私はカテプシンHがアミノペプチダーゼで

ある点に注目し、本研究ではカテプシンH と同様にリソゾームでアミノペプチダーゼ活性を持つカテプシン C とトリ

ペプチジルペプチダーゼ 1 (TPP-1) の肺、特に E型細胞における局在を調べ、層板小体の産生経路との関わり

について検討することを目的とした。

【方法】

実験には成熟 8 週齢の Wistar 系雄ラットを用いた。肺におけるカテプシン C 、 Hおよび TPP- 1 の発現をイムノ

プロット法で調べた。また 4%パラホルムアルデヒド液で濯流固定し、パラフィン包埋した肺組織を用いて免疫組織

化学的手法によりこれら酵素の局在を検討した。直接 FITC で標識した抗カテプシンH抗体と ED2 抗体を用いて二

重染色法により、カテプシン C と TPP- 1 の局在を検討した。さらに 4%パラホルムアルデヒドー0.1% グルタルア

ルデヒドで濯流固定し、 LR ホワイトに包埋した組織を用いて、免疫電顕法にてこれらの酵素の局在を同定した。

【成績】

イムノプロット法によりカテプシン C および TPP- 1 の成熟型に相当する 25kD および47kD の蛋白の存在が確認

された。カテプシンH は single および heavy chains に相当する 28kD と 24kD の蛋白の存在が確認された。 TPP­

I の発現量にはカテプシン C 、 H に比べて少なかった。免疫組織化学的に観察すると、カテプシン C 、 H 、 TPP-I

は気管支上皮細胞および肺胞の細胞に認められた。レーザー顕微鏡を用いて二重染色した結果、カテプシンH は C あ

るいは TPP- 1 と肺胞の細胞で共存すること、さらに C と H は ED2 陽性のマクロファージと E型細胞に局在するこ

とが明らかになった。免疫電顕法においても、カテプシン C と TPP- 1 の陽性シグナルは E型細胞の多胞小体、コ
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ンポジット小体および成熟層板小体に局在することが明らかとなった。

【総括】

E型細胞におけるサーファクタントの生合成経路は、多胞小体、コンポジット小体を介して成熟層板小体にて行わ

れると考えられている。本研究は、リソゾームのプロテアーゼとして特殊なアミノペプチダーゼで、 N末端から l 個、

2 個、 3 個のアミノ酸残基を切断するカテプシン H、 C 、 TPP- 1 が、 E型細胞のサーファクタントの合成経路に局

在することを示した。これらプロテアーゼが単に分解に関与するのか、特殊蛋白のプロセシングに関与するのかは現

在不明であるが、その特殊性を考えるとサーファクタントの形成に関与する可能性があるものと思われる。

論文審査の結果の要旨

リソゾームには主にシステインプロテアーゼであるカテプシン B 、 C 、 H 、 K 、 L 、 S や、アスパラギン酸プロテ

アーゼのカテプシン D に加え、セリンプロテアーゼの tripeptidyl peptidase 1 (TPP -1 )が含まれる。近年、こ

れらプロテアーゼは非特異的な分解に関与するだけでなく、基質・組織特異性を有することが明らかにされてきた。

これまで肺においてはカテプシン B 、 C 、 H 、 L 、 TPP- 1 の発現が報告され、その結果は、これらのプロテアーゼ

は全て肺胞マクロファージに局在し、唯一カテプシンHが E型肺胞上皮細胞の層板小体に局在することを示しているo

さらにサーファクタントの形成にはリソゾームが関与すること、またその構成要素である特殊蛋白はリソゾームの多

胞小体で活性化されることが報告されているが、カテプシンH以外のプロテアーゼの存在にはこれまで全く不明であっ

fこo

本論文では、カテプシンHがアミノぺプチダーゼである点に注目し、 H同様の活性を有するカテプシン C と TPP­

I の局在をラット E型肺胞上皮細胞で調べた。本研究は、レーザー顕微鏡に免疫二重染色法や免疫電子顕微鏡を用い

て、カテプシン H と C ある L 、は TPP- 1 がマクロファージのみならず E型肺胞上皮細胞に共存すること、さらに、

同細胞のサーファクタントの合成経路にあたる多胞小体、コンポジット小体、成熟層板小体に局在することを初めて

明らかにした。これらリソゾームのアミノペプチダーゼが E型肺胞上皮細胞における分解系に関与するのか、あるい

はサーファクタントの特殊蛋白のプロセシングに関与するのかは不明であるo しかし、これらプロテアーゼの特殊性

を考えると、サーファクタントの形成に関与する可能性が示唆される。

以上のことより、 E型肺胞上皮細胞において今まで報告されなかったアミノペプチダーゼの局在を示したことは、

サーファクタントの合成過程を考える上で非常に重要な寄与をするものであり、博士論文として十分に価値のあるも

のと認める。
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