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論文内容の要旨

【目的】

リンパ球が血行'性にリンパ節やパイエル板に移住するとき(リンパ球ホーミング)、リンパ球は高内皮細静脈 (HEV)

に結合し、その内皮細胞 (HEV 細胞)間隙を通過する。この HEV とリンパ球の相互作用は、接着分子とケモカイン

により制御された多段階の接着反応であるが、 HEV 細胞上でのケモカインの空間配置や活性を制御する分子機構に

は不明な点が多い。我々はマウス HEV細胞の 3' 末端特異的 cDNA ライブラリ解析を通じて、広いケモカイン結合特

異性を示すケモカイン共通レセプター DARC (Duffy antigen receptor for chemokines) が HEV 細胞に発現するこ

とを見出した。 DARC は他のケモカイン受容体と類似の 7 回膜貫型蛋白質で種々の炎症性ケモカインとの結合能を示

すが、細胞内領域に DRY モチーフを持たず G タンパクと共役しないという構造的な特徴をもっ。また、ヒトでは赤

血球上のマラリア原虫万asmodium vivax に対する受容体として機能することが知られている。また、 DARC はケモ

カイン提示分子あるいは、ケモカイン scavenger として機能する可能性が示唆されているが、 HEV に発現する DARC

のリンパ球ホーミングにおける機能的な意義は明らかでない。そこで私は、まず DARC 発現細胞を用いて、 DARC

と免疫系ケモカインを含むケモカインとの結合特異性および DARC とケモカインの結合がケモカイン活性に及ぼす

影響を解析した。さらに、新たに作製された DARC 欠損マウスを用いて、 HEV細胞に発現する DARC のリンパ球の

ホーミングにおける機能的意義を解析した。

【方法ならびに成績】

マウスリンパ節 HEV における DARCmRNA の発現を in situ hybridization で、 DARC 蛋白質の発現を抗 DARC

抗体を用いた免疫組織染色で解析した。その結果、 DARC は mRNA および蛋白質レベルで PNAd+ HEVおよび

MAdCAM-l + HEV に選択的に発現することが確認された。次に DARC を強制発現させたマウス血管内皮細胞株

F-2/DARC を樹立し、 DARC のケモカインに対する結合特異性を 125 1 標識 CXCLl と 20 種類の炎症性および免疫系

ケモカインを用いた結合阻害実験にて解析した。その結果、 DARC は CXCLl、 CCL7、 CXCL5、 CCL5、 CCL2 を含

む種々の炎症性ケモカインと結合したが、解析した免疫系ケモカイン (CCL21 、 CCL19、 CXCL13、 CXCL12、 CX3CLl 、
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CCL20、 CCL18) との明らかな結合は認められなかった。また、 DARC とケモカインの結合がケモカイン活性に及

ぼす影響を、 DARC に結合させた CCL2 と CCR2B 発現マウス pre包細胞株 L1.2 (L 1.2/CCR2B) を用いて解析し

た。その結果、遊離 CCL2 が L1.2/CCR2B 細胞にカルシウム流入を惹起したのに対して、 DARC に結合させた CCL2

は L1.2/CCR2B 細胞に有意なカルシウムシグナルを誘導しなかった。さらに、 HEV に発現する DARC の機能的意義

を明らかにするために、 DARC 欠損マウスリンパ節の白血球サブセットおよび組織構築を解析した。しかし、野生型

マウスと比較して T 細胞、 B 細胞やマクロファージなどの白血球サブセット構成およびリンパ節の組織構築に明らか

な変化は認められなかった。また DARC 欠損マウスに正常マウス牌細胞を経静脈的に投与し、その生体内動態を解析

した。その結果、 DARC 欠損マウスにおいても、 T 細胞、 B 細胞および Mac-1+細胞のリンパ節、パイエル板および

牌臓への集積に明らかな変化は認められなかった。

【総括】

本研究を通じて、 DARC は未刺激マウスのリンパ節 HEV に、 mRNA および蛋白質レベルで構成的に発現すること

が確認された。また、ケモカイン結合阻害実験より、 DARC は様々な炎症性ケモカインと結合するが、免疫系ケモカ

インとは結合しないことが示された。さらに DARC と結合した CCL2 は標的細胞に有意なカル、ンウムシグナルを惹

起しないことから、 DARC に結合したケモカインは機能的に不活性化されていることが示唆された。しかし、 DARC

欠損マウスにおいても、リンパ球ホーミングやリンパ節の白血球サブセット構成に明らかな異常は認められなかった。

これらの結果から、 HEV に発現する DARC は HEV 上で炎症性ケモカインを結合し、その活性を負に制御する

scavenger として機能している可能性が示唆された。しかし、遺伝子欠損マウスを用いた解析から、生理的条件下で

の HEV細胞を介するリンパ球ホーミングにおいて DARC の機能は代償可能であり、 HEV には DARC 以外にも同様

な機能を担う分子が発現する可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は、マウス高内皮細静脈内皮細胞 (HEV 細胞)に構成的に発現する、ケモカイン共通レセプター DARC(Duffy

antigen receptor for chemokines) の機能的意義を検討したものである。ケモカイン結合阻害実験より、 DARC は様々 ' 

な炎症性ケモカインと結合するが、免疫系ケモカインとは結合しないことが示された。また、遊離 CCL2 と異なり、

DARC と結合した CCL2 は CCR2B 発現細胞に有意なカルシウム流入を惹起しないことから、 DARC は炎症性ケモ

カインの活性を負に制御することが示唆された。一方、 DARC 欠損マウスではリンパ節の白血球構成に明らかな変化

は認められなかった。以上の結果は、 DARC は炎症性ケモカインを結合しその活性を負に制御する機能を有するが、

生理的条件下での HEV 細胞を介するリンパ球ホーミングにおいて、その機能は代償可能であることを示唆するもの

で、学位論文に値する。
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