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論 文 内 容 の 要 旨

【目的】

細胞内シグナル伝達経路に作用するリン脂質代謝酵 素であるphosphohpaseC(PLC)に は2つ のサプファミ

リーがある.phospatidylinositol(PI)-specincPLCは 細 胞内Ca2+濃 度の調節に関 与していることが知 られて

いるが,phosphatldylchohne(PC)-speci6cPLCは その生理 機能について不明な点が多く,特 に好酸球につ

いては検討されていない.今 回,我 々はICAM-1の 代替え タンパク質として使用可能なbovineserumalbumin

(BSA)・coatedplateを 用いて,platelet-activatingfactor(PAF)刺 激による好酸球β2イ ンテグリン依存性接

着でのPC-PLCの 役割について検討 した.

【方法】

ヒト好酸球は健常者の末梢血から採取 し,抗 ヒトCD16磁 気 ビーズを用いnegatlveselection法 によって

分離した,PAF刺 激 による好酸球のBSA・coatedplateへ の接 着の評価は,特 異的 に接着 した好酸球 に含

まれるeoslnophilperoxidaseをenzymeimmunoassayを 用いて測定 した.PAF刺 激による好酸球細 胞

表面の 接 着分rの 発現 は,特 異抗 体 を用 いてFACSCaliburで 測 定 した.好 酸球 接 着機 能 にお ける

PC-PLCの 効 果 はPC-PLC特 異 的阻 害薬 であ るD609を 用 いた.次 に好 酸 球 のF-actinをFITC・

phalioidinで 蛍光染色を行い,蛍 光顕微 鏡を用いて観察 した.細 胞 内Ca2ヰ 濃 度はFluo3-AMで 染色した

ものをFACSCallburを 用いて測定 し。FlowJoに て解 析した,

【結果】

β2イ ンテグリン依存性の好酸球接 着はPAFの 濃 度および時間依存性に増加 した、 またPAF刺 激によって

CDllbの 表面発現は増加したが,CDlla,CDllcの 増加は認めなか った.D609は 濃 度依存性にPAF刺 激

によるβ2イ ンテグリン依存性接着を阻害したが,CDllbの 表面発現 は抑制 しなかった.ま たPAF刺 激によっ

て好酸球内のFactil1の 重合を認めたが,こ の変化はD609に よって阻害された,さ らにPAF刺 激 によって細

胞内Ca2+濃 度は急 速に上昇したが,こ の ヒ昇はD609に よって一部抑制された.

【考察】

PAF刺 激によって好酸球 β2イ ンテグリン依存性接着は充進 したが.D609は この接着を阻害した.PC-PLC

の好酸球β2依 存性接 着への作用機 序としてはCDllbの 発現量には直接作用せず,Factin重 合を介 してイン

テグリンのcluster形 成と.細 胞内Ca2'濃 度の調節による接着分子の活性化に関与していると考えられた.

【結謝

PGPLCはPAF刺 激 による好酸球β2イ ンテグリン依存性接着を調節 し,そ の機 序として細胞骨格と細胞内

Ca2し濃度の調節を介 して行われている可能性が示唆 された.
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好 酸 球 は ア レ ル ギ ー 性 炎 症 の 重 要 なeffectorcellで あ り

気 管 支 喘 息 患 者 の 気 道 に も 浸 潤 を 認 め そ の 病 態 に 重 要

な 役 割 を果 た して い る 好 酸 球 が 組 織1移 動 す る 際1

血 管 壁 へ の 接 着 が 必 要 と な り 好 酸 球 細 胞 表 面 に 発 現 し

て い る イ ン テ グ リ ン が 血 管 内 皮 細 胞 表 面 の リ ガ ノ ドを 介

して 特 異 的 に 行 わ れ る 好 酸 球 がplatelet・activatingfactor

(PAF)な ど の 刺 激 に よ り血 管 内 皮 細 胞 と 接 着 す る 際1

β2イ ン テ グ リ ノ(CDI8)が 強 く 関 与 す る が 好 酸 球 で

は β2イ ンテ グ リ ン に 対 し て3種 類 の αMイ ン テ グ リ ン

(CDlla,CDllb,CDIIc)が ヘ テ ロ ダ イ マ ー 構 造 を 形 成 し

て い る 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 作 用 す る リ ノ脂 質 代

謝 酵 素 で あ るphospholipaseC(PLC)に は2つ の サ ブ フ ァ

リ ー の 存 在 が 知 られ て い るphospatidylinositol-

specificphospholipaseC(PI・PLC)は 細 胞 内Ca2+濃 度 の 調

節 に 関 与 し て い る こ と が 知 られ て い る 一 方
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