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論文内容の要旨

【目的】

我々は、白血球接着分子L・セレクチンの新規結合物質として、腎尿細管由来培養細胞株 ACHN 細胞の培養上清か

らコンドロイチン硫酸プロテオグリカン・パーシカンを同定した。パーシカンは、多数の硫酸化されたグリコサミノ

グリカン鎖をもつことからへパラン硫酸プロテオグリカン同様、白血球遊走因子ケモカインを保持し白血球に提示す

る可能性が考えられた。そこで、本研究において私は、 in vitro の実験系においてパーシカンがケモカインと直接結

合するか否かを検討するとともに、パーシカンとケモカインの相互作用がケモカインの機能にどのような影響を及ぼ

すかを検討した。

【方法ならびに成績】

はじめに、ドットプロット法を用い、バーシカンのケモカインへの結合を検討した。その結果、パーシカンはいく

つかのケモカインと結合した。それらの結合はグリコサミノグリカン (GAG) 分解酵素処理、およびコンドロイチ

ン硫酸 (CS) B、 CSE またはへパラン硫酸 (HS) により特異的に阻害された。このことから、バーシカンとケモカ

インの結合はパーシカン上のコンドロイチン硫酸鎖を介するものであると考えられた。次に、パーシカンとケモカイ

ンの相互作用が、インテグリンの活性化および Ca2+流入にどのような影響を与えるかについて検討した。最初に、

パーシカン結合性ケモカイン SLC によるマウスT細胞株 TK・ 1 細胞の α4β7 インテグリンの活性化に対する影響を

検討した。その結果、固相化 SLC によって TK-l 細胞を刺激した場合は α 4ß7 インテグリンのリガンドである MA

dCAM-l に対する細胞接着が充進したのに対し、固相化したバーシカン上に結合させた SLC によって TK-l 細胞を

刺激した場合は、 MAdCAM-l に対する細胞接着が誘導されなかった。このことから、パーシカンはケモカインの

作用に対して抑制的に働くことが示唆された。さらに、この抑制効果がコア蛋白質を介するものではなく、 GAG 単

独でも見られるものかどうかを調べた。ケモカイン非結合性 GAG である CSA、ケモカイン結合性 GAG である CS

B または、ケモカインに結合性をもちその作用を充進させることの知られている GAG である HS をそれぞれ MAdC

AM-l と共国相化し、 SLC をそれぞれの GAG 上に結合させた後に細胞を加えた。その結果、 HS 上に結合した

SLC の刺激により細胞接着が充進したのに対し、 CS B 上に結合した SLC の刺激ではパーシカンと同様に細胞接着

が誘導されなかった。また、 CSA には SLC が結合しないため細胞接着は誘導されなかった。以上のことから、 CS

B もパーシカンと同様にケモカインの作用に対して抑制的に働くことが示唆された。次に、ケモカインにより誘導さ
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れる Ca2 +流入におけるバーシカンの効果を検討した。 SLC レセプタ一 CCR 7 を導入したマウス preB細胞株 L1. 2細

胞および SDF-lβ レセプター CXCR4 を発現する Jurkat 細胞を Fura- 2 で標識し、パーシカンと SLC または

SDF-lβ を予め10分間インキュベートした混合物を加え Ca2+流入を測定した。その結果、バーシカンは濃度依存的

に SLC および SDF・ 1β による Ca2+流入を抑制した。また、パーシカンは leukotrieneD 4 により誘導される Ca2+

流入を抑制しなかったことから、パーシカンはケモカインにより誘導される Ca2+流入を特異的に抑制することが示

唆された。さらに、パーシカンの代わりに、 CSA、 CSB および HS を用い、同様な実験を行った結果、 CSB はバー

シカンと同様に SLC により誘導される Ca2+流入を抑制した。以上のことから、バーシカンおよび CSB はケモカイ

ンと結合し、ケモカインの作用を抑制することが示唆された。また、バーシカンおよび CS B は、 125 1 -SLC のレセ

プター結合を阻害しなかったことから、バーシカンおよび CSB によるケモカイン作用の抑制には少なくともケモカ

インとそのレセプターの結合の阻害は関与しない可能性が示唆された。

【総括】

我々は、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン・パーシカンがケモカインと結合し、その結合はパーシカン上の

GAG 側鎖を介するものであることを明らかにした。さらに、パーシカンはケモカインにより誘導されるインテグリ

ンの活性化および Ca2 +流入を抑制するという結果を得た。これまで、へパラン硫酸はケモカインに結合し、その作

用を充進させると考えられてきた。本研究によりコンドロイチン硫酸もケモカインに結合すること、およびその結合

によりケモカインの作用が抑制されるという可能性が示唆された。しかしながら、その抑制機構は未だ明らかではな

い。今後、さらに GAG によるケモカインシグナリングの調節機構を明らかにしたいと考えるo

論文審査の結果の要旨

へパラン硫酸プロテオグリカンは白血球遊走因子ケモカインと結合し、白血球に対し効率良くケモカインを提示す

ると考えられている。一方、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンが同様な働きをするか否かについては明らかでは

な L 、。本研究により、 L ーセレクチンの新規結合物質として同定されたコンドロイチン硫酸プロテオグリカン・バー

シカンが、いくつかのケモカインと結合し、その結合がパーシカン上の GAG 側鎖を介するものであることがはじめ

て明らかにされた。さらに、パーシカンとケモカインの相互作用がケモカイン特異的に誘導されるインテグリンの活

性化および Ca2 +流入を抑制することも明らかとなった。以上の結果から、へパラン硫酸だけではなく、ある特定の

コンドロイチン硫酸もまたケモカインを結合する能力をもつこと、およびその結合によりケモカインの作用が抑制さ

れるという可能性が示された。本研究は、へパラン硫酸以外のある特定の GAG によりケモカインの作用が調節され

ることを示した最初の報告であり、学位に値するものと認める o
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