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【序論】

  生体内に侵入した異物は，lgG抗体と結合し，免疫複合体(IC)を形成する．さらに，lCは補体

系を活性化し，補体フラグメントiC3bと結合したiC3b-ICが生成する．一方，好中球などの食

細胞の膜上には，lgGのFc部分に結合するFcレセプ夕一（FcyR）やiC3bをりガンドとする補体

レセプター3型(CR3)などのレセプ夕一群が存在しており，iC3b-ICはこれらの貪食レセプ夕一を

介して貪食除去される．ヒト好中球には，二種類のFcyR（Fcy RIIA，Fcy RIIIB)とCR3の三種類の

貪食レセプターが発現している，これら個々のレセプ夕一を介する細胞応答については，近年の

遺伝子技術を応用した研究から，その情報伝達機構が分子レベルで解明されつっある，しかしな

がら，一つの食細胞には通常複数のFcyRが発現している．さらに，ICは生体内において速やか

にiC3b-ICに変換されるため，炎症部位での食細胞の細胞応答は複数のFcyRとCR3が関与する

複雑なものであると考えられる．そのため，生体内での異物処理応答を理解する上で，FcyR問

またはFo(RとCR3の脇同作用による細胞応答の解析が不可欠であるが，現在までそのような

視点に立った研究はほとんどない．筆者らは，IC (Fc(Rのみを刺激），iC3b-IC（FcyRとCR3の

両方を刺激），iC3b-IC [F(ab’）d(CR3のみを刺激）の三種類の刺激物に対する好中球の貪食応答の

解析を行ってきた，これまでに，好中球がiC3b-ICに対し，他の刺激物よりも強い貪食活性を示

すこと，また，ICが主にFcy RIIIBを介して貪食されるのに対し，iC3b-ICはFcrr RIIAとCR3を介

して取り込まれることを明らかにしてきた．本研究では，生体内で実際に起こると考えられる好
中球のiC3b-IC貪食応答のメカニズムについて解析を行った．

  また，血流中に存在する好中球の異物処理能カは低いが，血管内皮を通り抜けて炎症部位ヘ

浸潤する問に様々な刺激を受けると異物処理能カが亢進することが知られている．このうち，好

中球のL-selectinと血管内皮細胞側の糖鎖リガンドとの結合は，炎症反応において好中球が最も

初期に受ける活性化ステップであり，FcyRやCR3を介する異物処理応答を増強すると考えられ

る，そこで，L-selectinのりガンドの一種であるsulf atideがFoRやCR3を介する細胞応答に及

ぽす影響についても解析した，

【結果及び考察】

1．ヒト好中球のiC3b-IC貪食応答におけるFcy RIIAの役割

  FITC標識した三種類の刺激物と好中球を反応し，それぞれの貪食量をフローサイトメ一夕一

で測定した．貪食量を比較した場合，iC3b-ICが最も多く貪食された，好中球をチ口シンキナー

ゼ阻害剤herbimycinAで前処理すると，それぞれの貪食量は約20％にまで減少した，この結果

から，好中球のFcyRやCR3を介する貪食応答におけるチロシンキナーゼの関与が示唆された，

次に，好中球の貪食応答におけるFcy RIIAの役割について検討するため，各刺激物によるFcy RIIA

のチロシンリン酸化を比較した．iC3b-ICではFcy RIIAの強いルン酸化が認められたが，ICや

iC3b-IC [F(ab’）dではほとんど検出されなかった．Fcy RIIAの下流に位置するチロシンキナーゼ
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Sykは，それ自身がチロシンルン酸化されるとキナーゼ活性が上昇する．iC3b-ICと反応させた

場合，Sykの強いルン酸化が認められるが，ICやiC3b-IC [F(ab’）aではほとんど見られなかった，

さらに，iC3b-IC刺激による好中球の貪食応答とSykリン酸化に及ぽすherbimycinAの影響につ

いて調ぺたところ，両者ともほば同様の用量・阻害曲線を示した．以上の結果から，好中球の

iC3b-IC貪 食 に お け る Fcy RIIAを 介 レ た Syk活 性 化 の 重 要 性 が 示 唆 さ れ た ．

  好中球のCR3を介する細胞応答には，ホスホリパーゼD(PLD)の関与が示唆されている．PLD

は，ホスファチジルコリン(PC)をホスファチジン酸（PA)に分解する酵素であり，エタノール存在

下ではPLDによるPA産生は抑制される．そこで，次に，好中球のiC3b-IC貪食に及ばす工夕ノ

ールの影響について検討した．エタノールで前処理しても，好中球のIC貪食応答には変化が見

られなかった．一方，iC3b-ICは工夕ノール量に依存して貪食量が減少し，0.7％でICとほぼ同

じレペルになった．さらに，PAをジアシルグリセロール(DG）に変換するホスフんチジン酸ホス

ファ夕一ゼの活性を抑制するプロプラノロールで細胞を前処理レても，同様の結果が得られた．

以上の結果から，好中球のiC3b-IC貪食におけるPLDを介したDG産生の重要性が示唆された，

2． CR3レクチン部位を介したヒト好中球の貪食応答の調節

  mAbを用いた阻害実験から，好中球のlC貪食応答は主にFcy RIIIBを介することが示唆された

Fc'y RIIIBは細胞内領域を持たないGPIアンカ一型膜蛋白質で，好中球の細胞膜上でCR3と会合

している，そのため，Fcy RIIIBからの情報はCR3を経由して細胞内へ伝達されると考えられて

いる．しかしながら，好中球のFcy RIIIBを介する貪食応答にCR3が関与するかは明らかではな

い．  Fcy RIIIBとCR3との会合はCR3のレクチン部位とFcy RIIIBの糖鎖問の結合を介しており，

mannoseによって会合が遮断されることが知られている，そこで，好中球のIC貪食応答に及ぽ

す糖質の影響について解析した，mannoseで前処理すると，好中球のIC貪食応答は25％にま

で抑制された．一方，mannose以外の糖質で前処理した場合にはこのような抑制は見られなか

った．これまで，好中球では，CR3以外のmannoseレセプターの存在は報告されていない．そ

のため，このFcyRを介する貪食応答の抑制は，CR3レクチン部位にmannoseが結合すること

により惹起されると考えられた，また，mannoseはCR3自身を介するiC3b-IC【F(ab’）d貪食応答

も抑制した．この結果は，CR3のレクチン部位にmannoseが結合すると，Fcy RIIIBだけでなく

CR3自身の細胞応答も低下することを示唆している，

3．硫酸化スフィンゴ糖脂質sulfatideによるヒ卜好中球の細胞応答の調節

  好中球を可変量のsultatideで前処理後，三種類の刺激物に対する貪食応答を測定した．好中

球の貪食応答は，前処理に用いたsulfatide量に依存して亢進し，sulfatide 250 yg/mlでは，IC

とiC3b-ICでは未処理細胞の約3倍に，iC3b-IC [F(ab’）dでは約7倍に増加した．このとき，CR3

発現量も未処理細胞の約3倍に増加しており，iC3b-ICやiC3b-IC [F(ab’）d貪食応答が亢進する理

由のひとっと考えられた．        sulf atideから硫酸基を除いたgalactocerebrosideでは貪食増強効果

は認められないことから，硫酸化糖の部分が重要だと考えられた．好中球上で発現が報告され

ている唯一のsulfatide結合分子であるL-selectinは，chymotrypsinで処理すると膜表面から切

断除去されることが知られている．しかし，好中球をchymotrypsin処理しても，sulfatideによ

る貪食応答の亢進効果に変化は認められなかった．そのため，sulfatideはL-selectin以外の膜分

子と結合して細胞応答を亢進すると考えられた．これらの結果から，ヒト好中球の細胞膜上に，

新規sulfatide結合分子の存在が示唆された，そこで，chymotrypsin処理したヒト好中球の膜画

分からsulfatide結合分子の単離を試みた結果，lactoferrinが同定された．以上の結果から，

sulfatideが，好中球の膜上に存在するlactoferrinと結合して好中球の貪食応答を亢進することが

示唆された．
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ヒト好中球のFcソR及びCR3を介する細胞応答の解析

  病原体などの異物（抗原）か生体内に侵入すると，これに対するIgG抗体

が産生されて抗原と結合し，免疫複合体(IC)を形成する．さらに，ICは古

典的経路を介して補体系を活性化し，補体フラグメントiC3bと結合した

iC3b-ICが生成する．ー・方，好中球やマク口ファージなどの食細胞の細胞

膜上には ，IgGのFc部 分に結合す るFcレセプタ ー(FcyR)やiC3bをりガ

ンドとする補体レセプター3型(CR3)などのレセプター群が存在しており，

iC3b-ICはこれらのレセプターを介して貪食除去される．

  FcyRは，一次構造やIgGとの親羽1性の相違から三種類のタイブ（FcyRI，

FcyRII，FcrrRIII)に分類される．これら佃々のFciRを介する細胞応答に

ついては，近年の遺伝予技術を応JlJした研究から，その情報伝達機構が分

子レベルで解明されつっある．しかしながら，生体内での主要な食細胞で

ある好中球では二二種類のFcYRが存在する．さらに，ICは生体内において

速やかにiC3b-ICに変換されるため，炎症部位での食細胞の細胞応答は複

数のFcyRとCR3が関与する複雑なも、のである．本論文の前半部では，IC

(FcyRのみを刺激），iC3b-IC (Fc/RとCR3の両方を刺激），iC3b-IC [F(ab’)2]

(CR3のみを刺激）の三種類の刺激物を用いて，生体内で実際に起こると考

えられる好中球の貪食応答のメカニズムについて解析を行い，以下の成果

を挙げた．

  好中球の 貪食応答に おけるFcyRIIAの 役割について検討するため，

各刺激物 によるFcyRIIAのチロシンリン酸化を比較した．iC3b-ICでは

FcyRIIAの強いりン酸化が認められたが，ICやiC3b-IC [F(ab’）2］ではほと

んど検出されなかった．FcrrRIIAのド流に位置するチロシンキナーゼSyk

は，それ 自身がチロシンリン酸化されるとキナーゼ活性が上昇する．

iC3b-ICと反応させた場合，Sykのりン酸化が認められるが，ICやiC3b-
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IC [F(ab’）2］ではほとんど見られなかった．以上の結果から，好中球の

iC3b-IC貪食におけるFccRIIAを介したSyk活性化の重要性が示唆された，

  更にヒト好中球のiC3b-IC貪食応答におけるCR3の役割について研究

を行い，ヒト好中球のiC3b-IC貪食応答は，Fc rRIIAを介しSykの活性化

を経て情報伝達される経路だけでなく，CR3を介しPLD活性化を経て情

報伝達される経路も重要であることを明らかにした．，更に，CR3のレクチ

ン部位を介したFcYRIIIB-CR3問の結合は，FcrrRIIIBを介するIC貪食応

答と，CR3を介するiC3b-IC [F(ab，)2]貪食応答の両方に必要であることを

明らかにした．

  これらの知見は，生体内で実際に起こると考えられる好中球のiC3b-IC

貪食応答のメカニズムについての新たな知見であり，極めて独創性の高い

研究成果といえる．・

本論文の後半部では，ヒト好中球のsulfatide結合因子について研究を行

った．血流中に存在する好中球の異物処理能カは低いが，炎症部位ヘ浸潤

する間に様々な刺激を受けると異物処理能カが亢進することが知られてい

る．このうち，好匚I亅球のL-selectinと血管内皮細胞側の糖鎖リガンドとの

結合は，炎症反応において好中球が最も初期に受ける活性化ステッブであ

る．そこで，L-selectinのりガンドの‥種であるsulfatideがFcyRやCR3

を介する細1胞応答に及ぼす影響について角e8Jrした．好中球上で発現が報告

されている唯一のsulfatide結合分子であるL-selectinは，chymotrypsin

で処理すると膜表面から切断除去されることが知られている．しかし，

chymotrypsin処理しても，sulf、a tideによる貪食応答の亢進効果に変化は

認められなかった．これらの結果から，ヒト好中球の細胞膜上に，新規

sulfatide結合分子の存在が示唆された．そこで，chymotrypsin処理した

ヒト好中球の膜画分からのsuLfatide結合分子の単離を試みた．二種類の

アフイニティク口マトグラフィーにより，suKandeに特異的に結合する

分子量約70Kの膜蛋ロ質の単離に成功した．構造解析から，この膜蛋白

質はラクトフェリンであることが明らかになった・

  以上の研究成果は，炎症反応における好中球の過剰な応答を制御する医

薬品の開発研究に有カな手がかりを与えるものであり．博士（薬学）の学

位に値する業績と評価した．


