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学′位論文題名

血管内皮細胞におけるThy－1の発現と機能

学位論文内容の要旨

  接着とシグナル伝達を媒介するラッ卜血管内皮細胞上の接着
分子，T hy―1，ICAM―1，およびCD44を，それぞれ
に対するモノクローナル抗体で刺激した時の血管透過性の変化
について，in vitroおよびin vivoの検討を行った・
  正常ラッ卜下大静脈由来培養血管内皮細胞（REC）の膜表
面 に は ， Thy― 1， ICAMー 1， CD44． お よ び RTIA
の発現が間接フローサイ卜メ卜リー法にて確認された．これら
各接着分子に対するモノクローナル抗体を反応させた時のR
ECのアルブミン透過性変化を，multiple pore filterを用
いたin vitroの実験系で測定した．各接着分子に対するマウ
スIgGlモノクローナル抗体のうち，抗Thy－1抗体：0
X7を添加した時のみ，明らかなRECのアルブミン透過
性 亢 進 が 誘 導 さ れ た ． 抗 ICAM－ 1；1A29， 抗 CD4
4； OX50， お よ び 抗 RTIA； OX18の 各 抗 体 添 加 で
は透過性変化は認められなかった．従ってOX7により誘導
された透過性亢進は，REC上の任意の分子を2価の抗体
で架橋したためにおこった現象ではなく，抗Thy―1抗体と
REC上のThy―1との結合により媒介された現象であると
考えられた．一方RECを，抗Thy―1抗体を含む培養液
中で24時間培養レても，有意の細胞傷害性や増殖修飾作用
は認められなかった．抗T hy―1抗体によるRECの有意
のアルブミン透過性亢進現象は，5彫g/ml以上の抗体濃
度で観察され，25彫g/ml以上ではプラ卜ーに達した・
またこの現象は抗体添加1時間後からすでに観察され．12
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時間の反応時間で透過性亢進の程度は最大であった・

  マウス胸腺細胞では，モノクローナル抗体との結合を介して

細胞内にシグナルを伝える特定のThy－1上のエピ卜ープの

存在が知られている．REC上のThy―1にシグナル伝達を

媒介する特異的なエピ卜ープが存在するか否かに興味が持たれ，

5種類の異なる抗T hy一1抗体；OX7，R―1一581，R-
1・一6C1．Rー1ー12C5， およびTM78ー8を用いて実

験を行った．これらはいずれもRECに同程度のアルブミン
透過性亢進を誘導したが，間接フローサイ卜メ卜リー法を用い

て各抗体の結合部位の競合阻害を検討した結果，これらは互い

に近接するエピ卜ープを認識することが示されたため，REC
におけるT hy―1上のシグナル伝達を媒介する特異的なェピ

卜一プの存在の有無について，結諭づけるには至らなかった・

  抗T hy－1抗体により誘導されるRECのアルブミン透
過性亢進現象を媒介する細胞内シグナル伝達物質につ。、て，3

種類の細胞内シグナル伝達阻害剤を用いた検討を行った．抗

T hy←1抗体により誘導されるRECのアルブミン透過性亢
進現象は，カルモジュリンアンタゴニス卜のWー7，およびプ

ロテインキナーゼ阻害剤のHー7とHA―1004のそれぞ
れの単独添加により，いずれも有効に抑制された．またWー7

とH－7の同時添加ではほぼ完全に抑制された．W一7はカ

ルシウムのカルモジュリンヘの結合を競合的に阻害することに
より．カルシウム―カルモジュリン依存性キナーゼの活性化を

妨げる．Hー7とHAー1004はいずれも各種プロテイン

キナーゼ活性を阻害するが，プロテインキナーゼCに対する
阻害効果がH－7では強く，HA―10 04で琺弱い．従つ

て．上記実験結果から，抗Thy―1抗体により誘導されるR

ECのアルブミン透過性亢進現象は，カルモジュリンやプ口
テインキナーゼCを含む各種プロテインキナーゼなどの細胞

内シグナル伝達物質により媒介されている可能性が示唆された．

  最近になって，ヒスタミンにより誘導される内皮細胞透過性
亢進現象は，カルシウムーカルモジュリン依存性のミオシン軽

鎖キナーゼや，プ口テインキナーゼCなどの細胞内シグナル
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伝達物質により媒介されることが示されており，抗T hy―1
抗体により誘導されるRECのアルブミン透過性亢進現象と

ヒスタミンにより誘導される内皮細胞透過性亢進現象とは，一

部共通の経路により媒介されている可能性が考えられた．
  正常ラッ卜の血管内皮細胞にはT hy－1はほとんど発現し

ておらず，RECにおける発現は，単離，継代培養の過程で
獲得されたものと考えられた．ヒ卜臍帯静脈由来培養血管内皮

細胞は，iri vitroの培養条件下で自らエL―1を産生し自己

活性化調節を受けることが知られている．IL－1などの炎症
性サイトカインが血管内皮細胞上に新たにThy―1を発現誘

導する可能性が考えられた．我々の検討におぃても，REC

上のT hy―1発現はILー1声処理により増強した．一方，
ラッ卜MLR  (mixed lymphocyte reaction）上清処理では

REC上の Thy― 1発 現 は減弱 した．MLR上清中に はI

F N-了やTNFーQなど多数のサイ卜カインが含まれてい
ることが知られている．今回の検討ではREC上のThy－1

発現を減弱する因子については，I FN-7単独またはTN

F-ぱ単独ではないこと以外，明らかにされなかった．一方
in vivoでは，フロイン卜完全アジュバン卜で誘発した皮膚炎

症局所の血管内皮細胞に，炎症惹起24時間後より漸増する
T hy―1発現が認められた・
  各接着分子に対するマウスIgGlモノクローナル抗体を

全身投与した時の，フロイン卜完全アジュバン卜誘発皮膚炎症
局所における血管透過性変化について観察した．非炎症部位に

おける血管透過性は，抗体投与の有無および投与する抗体の種
類によらずわずかであった．一方，炎症局所においては抗体非
投与群でも明らかな血管透過性亢進が観察された．すなわち古

典的な炎症部位における血管透過性亢進現象を示す結果が得ら
れた．これに対し，抗Thy―1抗体投与群では，抗体非投与

群に比べて有意の透過性亢進の増加が認められた．炎症局所の
血管内皮細胞に発現誘導されたT hy－1と静脈内投与した抗
Thy―1抗体との結合により，内皮細胞に血管透過性亢進の細

胞内シグナルが伝達された結果と考えられた．抗CD44と



抗RTIAの各抗体投与では，血管透過性亢進の程度は抗体

非投与群と差がなかった．抗ICAMー1抗体投与群では・
軽度ながら有意の透過性亢進抑制現象が観察された．これは他
に報告のある，抗ICAM←1抗体の抗炎症効果と同様であ

った．
  これまでに報告されていなぃラッ卜血管内皮細胞における

Thy―1の発現と，血管透過性調節能をはじめとするその機能
的役割について解析を進めることは，すでにT hy―1の発現
と何らかの機能的意義が示唆されている神経細胞や胸腺細胞の．

血管内皮細胞との生物学的な相互作用についての理解や，これ
らの異常により発症することが推察される疾病の病因論的理解
に役立つ新しい知見にっながる可能性があり，十分に意義のあ

ることと思われる．
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学 位 論 文 題 名

血管内皮細胞におけるThy―1の発現と機能

  血管透過性調節因子は従来，可溶性物質とそのレセプターを

中心に調べられてきた，本研究では，接着分子を介する血管透
過性調節機構の有無について検討した・

  正常ラッ卜下大静脈由来培養血管内皮細胞上には，接着とシ

グナル伝達を媒介する接着分子，ICAM－1，CD44，Thyー
1，およぴRTIAの発現が認められた．各接着分子に対する

抗体添加による，in vitro血管内皮細胞透過性を測定した結果，

抗Thy－1抗体添加で明らかな透過性亢進が誘導さ゛れた．抗IC
AM―1，抗CD44，および抗RTIAの各抗体添加では透過

性変化は認められなかった．この現象は，抗T hy－1抗体による

内皮細胞傷害性や増殖修飾作用によらず，抗体濃度および反応
時間に依存した．また細胞内シグナル伝達阻害剤を用いた検討

から，この現象は，カルモジュリンやプロテインキナーゼCを
含む各種ブロテインキナーゼにより媒介されている可能性が示

唆された．

  Thy－1は，ラッ卜生体内の血管内皮細胞には殆ど発現してい
ないが，フロイン卜完全アジュバン卜誘発皮膚炎局所の血管内

皮細胞に，炎症惹起後の時間経過と共に増強する発現が認．めら

れた．同部位の血管透過性は，抗T hy－1抗体を静脈内投与する
ことにより，有意に増加した．

  以上より，炎症局所の血管内皮細胞に発現誘導されるT hy―1
は，炎症の場における血管透過性調節機構の一端を担う分子で



あると考えられた・

  口頭発表におぃて小野江教授より，血管内皮細胞上T hy－1の
りガンドおよびT hy―1を介した細胞内シグナル伝達に関して，

また上出教授より，用いた抗T hyー1抗体の結合エピ卜ープの違
いについてと，ラッ卜T hy―1腎炎とヒ卜腎炎の関係について詳

細な質問があったが，申請者は概ね妥当な解答をした．また小

野江，上出両教授には個別に審査を戴き，合格と判定された．
  ラッ卜血管内皮細胞におけるT hy―1の発現と，血管透過性調

節能をはじめとするその機能について検討した本研究は，すで
にThy―1の発現と機能が示されて1、る神経細胞や胸腺細胞の，

血管内皮細胞との相互作用についての理解や，これらの異常によ
り発症することが推察される疾病の病因論的理解を深めるため

の基礎的研究として意義は大きく，学位授与に値するものと考
える．


