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論文内容の要旨

現在の日本において、欧米化した食生活が浸透するに伴って、虚血性心疾患や脳血管障害が増加し問題となってい

る o それらの原因となるアテローム性動脈硬化の成因の解明と予防、治療法の開発は、高齢化しつつある社会状況に

おいて重要な課題となっている。アテローム性動脈硬化の発症において、プラークと呼ばれる血管病変がみられ、そ

こにはコレステロールを多量に蓄積した泡沫細胞が形成されている o これらの泡沫化した細胞は、マクロファージ系

の細胞に発現するスカベンジャー受容体により変性 LDL が取り込まれることによって形成されることが知られてい

る。スカベンジャー受容体は、特徴的な 6 つの領域から構成され、各領域の機能が明らかにされつつあるが、細胞質

領域に関しては、エンドサイトースに関与することが示唆されているが、その機能には不明な点が多く残されているo

そこで著者は、エンドサイトーシス及び細胞内シグナル伝達に関与することが予想される細胞質領域に注目して研究

を行った。

まず、スカベンジャー受容体の細胞質領域に相当するペプチド (C17A) と C17A をリンカーを用いて束ねた三量

体 C17A を作製した。 C17A と三量体 C17A の CD スペクトルを測定した結果、細胞内環境に近い条件 (O.lM リン

酸バッファー (pH7.0) 中)では C17A 及び三量体 C17A ともに特定の二次構造をとらないことが示唆された。しか

し、ペプチドの周りに疎水的な環境をっくり、三次構造を誘起する TFE 溶液中では、いずれもヘリックス構造をと

る傾向がみられ、それぞれ約20%及び30%であった。このことから、細胞内ではヘリックス構造をとる傾向にある可

能性が示唆された。また、 C17A と三量体 C17A の聞に二次構造に特に変化が見られなかったため、三量体の状態は

二次構造に特に影響を与えないことが示唆された。さらに、同様の理由から三量体の状態がヘリックス構造を誘起す

る因子ではないことが示された。仮にヘリックス構造が受容体機能に重要な役割を果たしているとすれば、細胞内で

は何らかの因子が結合し、これが細胞質領域のヘリックス構造を誘起することが考えられた。

現在までに、スカベンジャー受容体についてはその細胞質領域を認識するようなアダプタータンパク質が同定され

ていな L 、。そこで、 C17A を樹脂に固定したアフィニティーカラムを作製し細胞抽出液から結合タンパク質の精製を

行った。その結果、約90kDa の未知のタンパク質の他に、 GAPDH、 S-adenosylhomocysteinase、 Leucine aminoｭ

peptidase、 HSP70及び HSP90が細胞質領域と結合することが示唆された。これらのタンパク質の中で、エンドサイ

トーシスや細胞内シグナル伝達に関連した知見の得られている GAPDH、 HSP70、 HSP90について、 GST pull 

down assay 及び免疫沈降実験を行い、 in \・itro及びill vi\・0での相互作用について検討した。その結果、これらのタン
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パク質が実際に細胞内でスカベンジャー受容体と相互作用していることが示唆された。

HSP70 と HSP90は分子シャペロンとしてタンパク質の高次構造形成を促進することが知られている o また、

HSP90はチロシンキナーゼ及びセリン/スレオニンキナーゼと複合体を形成し、細胞内シグナル伝達において重要な

役割を果たしていることが明らかにされているo さらに、分子シャぺロンが膜タンパク質の輸送に関与するという報

告があり、 HSP70及び HSP90は細胞内輸送に関与する可能性も示唆された。一方、 GAPDH は細胞内の基礎的な代

謝機能に関与する酵素として知られているが、最近になり、 GAPDH の変異体を発現している CHO 細胞においては、

正常な CHO 細胞と比較してそのエンドサイトーシスに異常が観察されたという報告がある。これらの報告なと、から、

これらの結合タンパク質がスカベンジャー受容体の高次構造形成、小胞輸送、シグナル伝達及びエンドサイトーシス

に関与するのではないかと予測した。

次に、スカベンジャー受容体を介した細胞内シグナル伝達について、上記のタンパク質の関与の可能性も含めて検

討した。その結果、スカベンジャー受容体特異的なリガンドであるフコイダンにより、 iNOS が活性化され、マクロ

ファージからのー酸化窒素産生が誘導されることが明らかになった。また、そのシグナル伝達経路の詳細について調

べたところ、フコイダンによるマクロファージからのー酸化窒素産生のシグナルは、 p38及ひ~ NF-κB 依存したシグ

ナル経路により伝達されることが示された。また、 p38及び NF-κB の経路は独立して機能するが、両方の経路で

HSP90が必須であることが示された。従って、 HSP90はスカベンジャー受容体の細胞質領域と結合し、 AP-lや

NF-κB の上流で機能していることが予想された。しかし、 HSP90は単独での酵素活性がないため、何らかのキナー

ゼと複合体を形成することでマクロファージからのー酸化窒素産生の細胞内シグナル伝達に機能していることが示唆

された。

本研究で、スカベンジャー受容体のリガンドによりマクロファージからの一酸化窒素産生が誘導されることが明ら

かになった。このことから、スカベンジャー受容体は酸化 LDL を取り込むという点では動脈硬化巣形成を促進する

が、一酸化窒素産生に関与するという点では動脈硬化巣形成に抑制的に働く可能性が示唆された。実際に、スカベン

ジャー受容体欠損マウスを様々な動脈硬化モデルマウスにかけあわせたところ、むしろ動脈硬化を進展させたという

報告がある。また、動物種によってもスカベンジャー受容体のパラドキシカルな機能が示されている。このように、

スカべンジャー受容体は、予想よりはるかに複雑なメカニズムにより動脈硬化に関与していると考えられる。今後、

さらなる研究により、スカベンジャー受容体の機能が明らかになり、この受容体に関わる疾患に対する治療薬の開発

がなされることが期待されるo

論文審査の結果の要旨

中村君は、アテローム性動脈硬化発症や生体防御に関与するマクロファージスカベンジャー受容体の細胞質領域に

ついて、生化学的、分子生物学的手法を用いてその機能を明らかにすることを検討し、以下の知見を得た。

l 、細胞質領域単独では特定の二次構造を形成しなかった。

2 、細胞質領域に結合するタンパク質として、 HSP90、 HSP70、 LAP、 GAPDH、 S-adenosylhomocysteinase をア

フィニティカラムを用いることにより同定した。

3 、 HSP90、 HSP70、 GAPDH については、 in \・itroのみならずin \・i l'Oで、も相互作用することを明らかにした。

4 、マクロファージスカベンジャー受容体に特異的なリガンドであるフコイダンが、マクロファージからのー酸化窒

素の産生を誘導することを明らかにした。

5 、フコイダンによるマクロファージからの一酸化窒素産生のシグナルは、 p38および NF-κB に依存した経路で行

われ、いずれも HSP90が必須であることを明らかにした。

以上の研究成果は、マクロファージスカベンジャー受容体の細胞質領域と相互作用する分子を初めて明らかにし、

さらにこの内、 HSP90が受容体を介するシグナル伝達に直接関与することを明らかにしたことより、受容体の生理

作用の分子機構を解明する上で大きく貢献することが考えられる。したがってこの成果は、博士(薬学)の学位論文

として価値あるものと認める。
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