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論文内容要旨

暖研究目的還

 Eセレクチンはselectinfamilyに属する接着分子の一種でinterleukin-ibeLa(IL-1)や

 tumornecrosisfactor-alphaなどで刺激された血管内皮細胞に発現する。Eセレクチンを介し

 た白血球と血管内皮細胞の接着は炎症初期の重要段階であり,また,癌細胞と血管内皮の接着に

 より癌転移にも関与してることが示唆されている。Eセレクチンは刺激後4時間後をピークとす

 る一過性の発現をするが,その発現調節機構についてはproteinkinaseC,nuclearfactor

 kappaB(NF一κB),NF-ELAM1などの関与が知られているものの完全には解明されていない。

 その発現調節機構の解明は炎症,癌転移プロセスの解明,更なる理解につながると共に,抗炎症,

 抗癌転移剤の開発に寄与しうると考えられる。

 近年スフィンゴ脂質がシグナル伝達物質として細胞分化,増殖,アポトーシスなど数多くの細

 胞機能を調節していることが明らかにされてきた。更に,セラミドは線維芽細胞におけるpros-

 taglandinE2分泌やリンパ球でのIL-2分泌など免疫,炎症反応にも関与していることが報告さ

 れている。一方,スフィンゴシンの合成誘導体であるtrime出ylsphingosine(TMS)はinvivo

 での炎症,癌転移などを抑制するが,その作用機序については不明なところが多い。そこで,各

 種のスフィンゴ脂質がEセレクチン発現に与える影響ならびにその生理的意義について検討し

 た。

 【方法還

 ヒト膀静脈血管内皮細胞(HUVEC)を用いて以下の項目について検討した。1)IL-1存在,

 非存在下に各種のスフィンゴ脂質またはフォスフォリパーゼ,スフィンゴミエリネース

 (SMase)で処理し,4時間後にenzyme-linkedimmunosorbentassayおよびflowcytometry

 によりEセレクチン発現を調べた。2)処理4時間後,全RNAを抽出しEセレクチンcDNA

 をプローブとし常法によりNorthemanalysisを行った。3)処理1時間後,核タンパク質を抽

 出し,NF一κBおよびNF-ELAMIoligonucleotideを用いたgelshiftassayを行ない,特異的

 結合活性の誘導を調べた。なおsupershiftassayに際してはNF一κBの各subunitに対する抗

 体と反応させた後,NF一κBのプローブを加えた。4)3Hラベルしたcholinechloride存在下

 で72時間培養後,細胞を洗浄しIL-1で所定の時間処理した。その後,脂質を抽出し薄層クロマ

 トグラフィー(TLC)にて展開,スフィンゴミエリンのスポットをかき取り放射能をシンチレー

 ションカウンターで測定した。5)IL-1処理後,抽出した脂質をdiacylglycerolkinaseで処理
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 し,TLCで展開,セラミドーリン酸に相当するスポットをかき取り放射能を測定した。

 【結果函

 1)検討したsphingosine,C2-ceramide,sphingosine4-phosphate,dime出ylsphingosine,TMS

 のいずれも単独ではEセレクチンの発現を誘導しなかった。2)C2-ceramide,SMaseはIL-1

 によるEセレクチン発現を用量依存性に増強した。その最大増強効果は各々,2.7,2,2倍であっ

 た。3)TMSはIL-1によるEセレクチン発現を用量依存性に抑制した。4)C2-ceramide,

 SMaseはIL-1によるEセレクチン遺伝子転写を増加させた。5)C2-ceramide,SMaseは単独

 でNF一κB結合活性を誘導するとともにIL-1により誘導される結合活性を増強させた。6)IL-i

 により誘導されるNF一κBはp50/p65heterodimerおよびp50homodimerないしp50/non-p65,

 non-cRelheterodimerであった。一方,セラミドにより誘導されるNF一κBはp50/p65

 heterodimerのみであった。これらの結果はIL-1によるNF一κB活性化とセラミドによるそれと

 は質的相違があることを示唆する。7)TMSはIL-1によるNF一κB結合活性誘導を抑制した。

 8)NF-ELAMl結合活性はIL4の有無にかかわらずC2-ceramide,SMase処理により影響を受

 けなかった。9)IL-1処理により,刺激後30分後をピークにスフィンゴミエリンからセラミド

 ヘの変換が促進された。

 【結論】

 1)スフィンゴミエリン分解によるセラミド生成という,いわゆるスフィンゴミエリン経路がサ

 イトカインによるEセレクチン発現調節機構として働いている可能性が示唆された。2)この

 調節は,NF-ELAM1結合活性の変化ではなく,NF一κBを介して行われていると考えられた。

 3)セラミドとIL-1によるNF一κB活性化との間にsubunitcompositionという質的相違があ

 り,セラミドがIL-1によるNF一κBの活性化のシグナルの全てを担っているわけでないと考え

 られた。4)HUVECにおいてIL-1のシグナル伝達および接着分子の発現にセラミドが関与し

 ていることが示唆された。5)TMSがEセレクチンの発現を抑制し,その作用機序は一部NR

 κBを介していると考えられた。これはTMSによる抗炎症,抗癌転移作用の一部を説明しうる

 と考えられた。

 以上,HUVECにおけるEセレクチン発現調節機構の一つとして,セラミドの関与を新たに解

 明し,またTMSがその発現抑制に働くことを示した。
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 審査結果の要旨

 本論文は各種のスフィンゴ脂質がヒト膵静脈血管内皮細胞(HUVEC)におけるEセレクチン

 発現に与える影響について系統的に検討をおこなったものである。近年,セラミドなどのスフィ

 ンゴ脂質が新たな細胞内シグナル伝達物質として細胞の分化,増殖,アポトーシスなどにおいて

 中心的役割を果たすことが報告されている。さらに,セラミドは線維芽細胞におけるpmsta-

 glandinE2産生やリンパ球におけるin七erleukin-2産生など炎症反応にも深く関与していること

 が示唆されている。しかし,血管内皮細胞における検討は見当たらない。一方,Eセレクチンは

 白血球や癌細胞と血管内皮間の相互作用により炎症や癌転移に関与する。Eセレクチンの発現調

 節機構は未だ不明な点が多く,その解明は炎症や癌転移の病態を理解する上でも重要な知見を与

 えると期待される。

 本論文の主たる結論は,1)セラミドがinterleukin-1によるEセレクチン発現調節機構とし

 て働いていること,2)スフィンゴシンの誘導体であるtrimethylsphingosine(TMS)がこの

 接着分子の発現を抑制すること,の2点である。著者はスフィンゴ脂質がEセレクチン発現に

 与える影響について(i)Enzyme-1inkedimmunosorbentassayやflowcytometryによる蛋白レ

 ベルの検討のみならず,(且)Northem解析によるRNAレベル,(面)NF一κBやNF-ELAM1など転

 写レベルを含めて検討をおこなっておりその結論は説得力のあるものである。更に細胞内スフィ

 ンゴミエリンおよびセラミドの定量により,in七erleukin-1刺激時にHUVECにおいてスフィン

 ゴミエリン経路の活性化が起こっていることを示し,その生理的意義についても考察を加えてい

 る。これはスフィンゴミエリン経路がサイトカインによるEセレクチン発現調節機構として生

 理的に働いている可能性を示唆するもので,重要な知見である。一方,TMSがNF一κB活性化

 およびEセレクチン発現を抑制することを示しているが,これは,TMSの抗炎症,抗癌転移作

 用の一部を説明しうると考えられる。このことは,スフィンゴ脂質がNF一κBを抑制することを

 初めて示したのみならず,NF一κB抑制剤が炎症や癌転移の治療に応用しうることを示唆する。

 以上のように,本論文ではスフィンゴ脂質のEセレクチン発現調節への関与について様々な

 新知見が得られており,学位論文に値する。
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