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論文の内容の要旨

（目的）

　成人呼吸促追症侯群に代表される肺の急性炎症性疾患はいまだ治療困難な疾患であり，その病態メカニ

ズムの解明はあらたな治療法確立への期待が持たれる。「炎症」を白血球の集積とすれば，内皮細胞におけ

る白血球集積を導きうる接着分子の制御シグナルは，「前炎症性」シグナルと定義できる。内皮細胞由来

の白血球接着分子であるP－selectinは，Weibe且一醐ade小体と呼ばれる分泌小胞内に蓄えられ，開口分泌

（eX㏄班OSiS）によって内皮細胞表面に発現することがしられている。先に，我々は圧負荷が肺内皮細胞にお

いて，P－se五ec虹の発現レベルを細胞質内カルシウム（Ca2＋。、、）依存性に増加させることを報告した。

　カルシウムは広汎な細胞機能を制御しているが，最近そのシグナル機構あるいはその恒常性維持機構にミ

トコンドリアが深く関わっていることが知られてきた。そこで，圧負荷モデルで観察された肺内皮細胞の

C～、皿依存性P－se且ect1n発現増加を制御するシグナルにミトコンドリアが関与している可能性を考えた。さ

らにミトコンドリアはカルシウムシグナルを修飾するだけでなく，reactive　oWge独species（ROS）産生の

主要な細胞内起源の1つであり，ミトコンドリア内カルシウム（Ca2＋mi、）依存性に産生が増加するとの報告

もある。

　我々は，ミトコンドリアが「前炎症性」シグナルに関連しているという仮説をたて，その可能性について

研究・検討した。すなわち，「前炎症性」反応といえるP－Se1eC虹発現増加を誘導する圧負荷モデルを用いて，

Ca2＋mi、やROS産生レベルの変化を観察し，もし圧負荷に対する反応が得られたならば，さらに薬理学的抑

制実験でP－select1廻発現への関与やシグナル伝達の機序についてもより明確にしていくことを目的とした。

（対象と方法）

　肺内皮細胞における細胞質内カルシウム（Ca2＋。皿），ミトコンドリア内カルシウム（Ca2＋，珊i、），撒ct1ve

oxygen　species（ROS）の産生，細胞表面のP－se玉ectin発現レベルを，ラット還流肺と蛍光顕微鏡を用い
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てi荻vivoに観察した。Ca2＋、皿，C＆2＋、、、…、，とROSはそれぞれ拙ra2，rhod2とDCFの蛍光によって，またP－

Se且eCtiむ発現レベルはモノクローナル抗体による免疫蛍光を用いて測定した。内皮細胞への圧負荷は，還流

回路中の血液リザバーの高さを上げることにより与えた。

（結果）

　ラット還流肺において，capi1玉鮒yの圧負荷（5から15c㎜H．Oへ10分問上昇）は肺内皮細胞のCa2＋、、、

とCa2＋、、、i、を上昇させた。Ca2＋，、、ヨ、の反応は，小胞体からのカルシウム放出を抑制するxestosp㎝gi荻Cと

出理sigarg1n，ミトコンドリアの抑制剤であるmtheniu㎜redとFCCPによって抑制された。一方Ca2＋、、、

の反応においては，小胞体カルシウムを抑制するxestospo苅g1n　Cとthapsigarginによってのみ抑制され，

m曲eni独㎜redとFCCPは効果がなかった。これらの結果から，圧負荷によるCa2＋。、、の反応がC＆2＋，ユ、i、の反応

を制御していることが示唆された。

　同様に圧負荷は肺内皮細胞でのROSの産生を増加させた。このROS産生は，ミトコンドリアに対する抑

制剤（mten㎝eとFCCP）によって抑制されたが，その他の主要なROSの起源酵素であるNAD蘭酸化酵

素やキサンチン酸化酵素の抑制剤（それぞれDPIとアロプリノール）によっては抑制されなかった。加えて，

C盆2ヰの抑制剤は，この反応を抑制しえたが，抗酸化剤（ebse且en）はCa2＋、皿とCa2＋、i亡の反応には効果が認め

られなかった。以上の緒果は，圧負荷による内皮細胞のROSの産生がミトコンドリア由来で，かつC＆2＋依

存性であることを示唆した。

　圧負荷によるP－se玉ecせnの発現レベル増加は，同様にミトコンドリアの抑制剤（m敏o双eとFCCP），抗

酸化剤（NACとebse且㎝）によって抑制された。このことから，P－se玉ec廿nの分泌制御にミトコンドリア由

来のROSが関与していることが示唆された。

　また，細胞膜透過性C＆tぬSeによって反応は抑制された。

　また，2時問の圧負荷が肺でのP－se玉ectinm辰NAレベルを増加させなかったことから，我々が観察したP

－se1ec虹の発現レベル増加は，遺伝子の転写誘導を介さず，既に産生貯蔵されていたP－se1ecti独の開口分

泌によると考えられた。

（考察）

　今回我々は，圧負荷による肺内皮細胞の接着分子P－se1ect1Ωの開口分泌がCa2＋依存性であるミトコンド

リア由来のROSによって制御されていることを示した。また，ROSの反応がcata玉aseに感受性を示したこ

とはH．O。が主な責任分子であることを示している。

　ミトコンドリアの抑制剤がCa2＋じ、、の反応に効果がなく，抗酸化剤がCa2＋の反応を抑制しなかったことは，

C＆2＋。、t→Ca2＋、、、…、→ROSと反応が段階的に伝達されたことを支持している。

　また我々のデータは，ミトコンドリアにおけるROS産生がCa2キ、、、it依存性であることを示した。ミトコン

ドリア内酵素のいくつかは，C段2＋、、、ヨ、依存性にそのacむvi蚊が制御されていることが報告されているが，ROS

産生の具体的な責任分子は不明のままであり，今後の検討が必要である。

　加えて，機械的刺激である圧負荷によって誘導された一連の反応が，圧負荷に特異的なものか，あるいは

その他の炎症性刺激に対しても同様に誘導されうるかについても更に検討を要する。

（結論）

　肺内皮細胞において，圧負荷によって誘導されるP－selecti級発現増加は，細胞質内Ca2＋→ミトコンドリ

ア内C＆2＋→ミトコンドリアにおけるROS産生というシグナル機構によって制御される。すなわち，ミトコ

ンドリアは「前炎症性」シグナルに重要な役割を果たしている。

一708一



審査の結果の要旨

　肺静脈性毛細管圧の上昇がその内皮細胞表面において白血球接着性受容体P－Se1eCt1nを発現させる，す

なわち，内皮細胞は圧負荷に応じて前炎症性反応を生じることが知られている。しかし，そのメカニズム

は解明されていなかった。本研究では，ラット還流肺の圧負荷モデルを用い，肺毛細血管をrea1ti胆eかつ

i秘S1軸に蛍光顕微鏡で観察することにより，内皮細胞におけるシグナル伝達の機序を解明することを計画し

た。薬理学的抑制実験を利用し，ミトコンドリア内のC＆2＋，ROSおよび細胞表面のP－selecti級のレベルの

変化を観察，定量することにより，肺内皮細胞において，圧負荷によって誘導されるP－se丑ect1n発現増加は，

細胞質内Ca2＋→ミトコンドリア内Ca2＋→ミトコンドリアにおけるROS産生というシグナル機構によって制

御されるという結論を導いている。ミトコンドリアが「前炎症性」シグナルに重要な役割を果たしているこ

とを解明した点が注目される。

　考察，結論は全て本研究の結果から導き出されており，これまで未知のメカニズムを論理的に計画された

十分な実験により解明している。独創性においても高く評価される論文である。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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