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論文内容の要旨

【目的】

炎症局所において、白血球はまずセレクチンとそのリガンドを介して血管内皮細胞上をローリングし、次に血管内

皮細胞上に提示されたケモカインの刺激を受けてインテグリンが活性化されることにより血管内皮細胞に強固に接

着し、組織に浸潤する。 PSGL-1 は白血球広範に発現する P-セレクチンの主要なリガンドであり、骨髄球系の細胞や

Th1 細胞など一部のリンパ球サブセットのローリングを媒介する。私は、ローリングを媒介する分子が細胞内にシグ

ナルを伝達するか明らかにするため、マウス Th1 細胞を用い、 PSGL-1 を可溶型の抗体で架橋することにより、もし

くは固相化した Pセレクチン上をローリングさせることにより、 LFA-1 が活性化されるか検討した。さらに PSGL-1

を架橋することにより、どのようなシグナル伝達分子が活性化されるか検討した。

【方法ならびに成績】

Th1 細胞は、 C57BL/6 マウス牌臓より分離した CD4T 細胞を in vitro で分化させて得た。 Th1 細胞の PSGL-1 を

抗 PSGL-1 モノクローナル抗体 (2PH1) および二次抗体により架橋し、静止条件下における ICAM-1 への接着を検

討した。その結果、二次抗体依存的に ICAM-1-IgG キメラタンパク質(1CAM -1-IgG) への接着細胞数が約 10 倍増

加した。接着細胞数の増加は抗 LFA-1 抗体により阻害されたことから、 LFA-1 を介することが明らかとなった。さ

らに PSGL-1 の架橋がフロー条件下における ICAM-1 との接着に影響するか検討した結果、接着細胞数・ずり応力抵

抗性ともに増強した。また、静止条件下において PSGL-1 の架橋と炎症性ケモカイン CXCL10 または CCL5 との共

刺激をすると、短時間の PSGL-l 架橋により ICAM-1 への接着性が 70%増強し、さらにケモカインを加えることに

より 175%に増強した。インテグリンの活性化には 2 つの機構が報告されている。一つはインテグリンの立体構造の

変化による affinity の上昇による活性化、もう一方はインテグリンの凝集による avidity の上昇による活性化である。

まず、 PSGL-1 の架橋が LFA-1 の affinity に影響するか、可溶型 ICAM-1-IgG を用いたフローサイトメトリーにより

検討した。その結果、 PSGL-1 の架橋では ICAM-1-IgG の結合が検出されなかったことから、 LFA-1 の affinity には

大きな影響を与えないことが明らかになった。次に、 PSGL-1 の架橋が LFA-1 の avidity に影響するか調べるため、
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共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて細胞表面上の分子の局在を解析した。その結果、 PSGL-l の架橋は細胞表面上

における LFA-l の凝集を誘導し、 CXCLI0 または CCL5 との共刺激でさらに凝集が尤進した。これらの結果より、

PSGL-l の架橋は LFA-l の avidity を上昇させることが示唆された。さらに、 Thl 細胞が P-セレクチン上をローリン

グすると ICAM-l への接着性が変化するか調べるため、 P-セレクチン-IgG キメラタンパク質を固相化した微小ガラ

ス管と ICAM-I-IgG を固相化した微小ガラス管を直列につなぎ、フロー条件下における ICAM-l への接着を解析した。

その結果、 P-セレクチン上をローリングした Thl 細胞は ICAM-l への接着がローリングしない時と比べ約 6倍増強

し、接着允進は PSGL-l に対する阻害抗体で抑制された。これらの結果より、 PSGL-l を介したローリングにより、

ICAM-l への接着が允進することが示された。最後に PSGL-l を介した LFA-l の活性化に関与するシグナル伝達分

子を解析した。 PSGL-l の架橋や PSGL-l を介するローリングによる ICAM-l への接着充進は、プロテインキナーゼ

C (PKC) 阻害剤により抑制された。また、 PSGL-l の架橋により PKCα /ﾟ 11 のリン酸化の充進がウエスタンプロッ

ト法により検出された。これらの結果より、 PSGL-l を介した刺激が PKC を活性化し、 LFA-l を介する接着を活性

化することが示唆された。

【総括】

抗体による PSGL-l の架橋、または PSGL-l を介したローリングは Thl 細胞の LFA-l を活性化して ICAM-l への

接着充進を誘導した。さらに PSGL-l からの刺激は、ケモカインの刺激と協調的に働き LFA-l を活性化することが

示された。また、 PSGL-l を介したローリングにより惹起される LFA-l 活性化には PKC が関与することが明らかに

なった。 PSGL-l を介した LFA-l 活性化における、ングナル伝達経路の解明は、炎症性疾患における白血球浸潤の制御

に寄与するものと考えられる。

論文審査の結果の要旨

好中球や Thl 細胞などの白血球表面に発現する PSGL-l は炎症局所の血管内皮細胞に発現誘導される P-selectin

や E-selectin と結合し、白血球のローリングを媒介する。白血球の血管外遊走の過程において、白血球は血管内皮細

胞上に提示されたケモカインにより刺激を受け、インテグリンを活性化することで血管内皮細胞に強固に接着し浸潤

する。演者は Thl 細胞に発現する PSGL-l を介したローリングによる刺激がインテグリンの活性化にどのように関与

するか検討した。 Thl 細胞の PSGL-l を刺激すると、 LFA-l の細胞表面での凝集を促進し、静止条件下において Thl

細胞の ICAM-l に対する接着性を充進した。さらにフロー条件下において、 Thl 細胞が PSGL-l を介して P-selectin

上をローリングすることで、 LFA-l を活性化し ICAM-l に対する接着性を充進した。これらのことから、 Thl 細胞の

炎症局所への浸潤過程において、 PSGL-l を介したローリングも LFA-l を活性化し、標的組織への浸潤に関与するこ

とが示され、学位の授与に値すると考えられる。
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