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論 文 内 容 の 要 旨

培養ウシ大動脈血管内皮細胞 (以下,BAE細胞)におけるジス トログリカン (以下,DG)の発現をBAE細胞のcDNAラ

イブラリーからのcDNAクローニング,メッセンジャーRNAのノーザンプロッティング,膜蛋白のウェスタンブロッティ

ング,およびβジストログリカン,血小板-内皮細胞接着因子 1に対する抗体による二重免疫染色で確定 した｡免疫細胞化

学的解析によりジストログリカンの局在は静止状態の細胞では基底膜側に多発 して存在 していることが明らかになった｡こ

のジス トログリカンの分布は移動状態の細胞では不明瞭となり,細胞を基質に繋ぎ止めている細胞尾部で顕著に認められ

た｡ビオチンでラベルしたラミニン1によるオーバーレイアッセイにてラミニン1とαジス トログリカンとの相互作用が示

された｡バクテリアに発現させビオチンでラベルしたラミニンのα5領域はメンブレンプロットにおいてαジス トログリカ

ンと結合し,ラベルしていないラミニンのフラグメントはビオチンラベルしたラミニン1とαジストログリカンとの結合を

阻害 した｡ ビオチンラベルしたラミニン1とαジス トログリカンとの結合はジス トログリカンのcDNAを トランスフェク

トしたBAE細胞の培養上清中に含まれる可溶性のαジス トログリカンによって阻害され, またヘパ リン, デキス トラン硫

酸,フコイダンといった一連のグリコサミノグリカンによっても阻害された｡培養上清中の可溶性のαジストログリカンは

ラミニン1をコー トした培養皿へのBAE細胞の接着を阻害 したが,ファイブロネクチンコー トした培養皿への接着には影

響を及ぼさなかった｡ビオチンラベルしたラミニン1とαジス トログリカンとの接着を阻害したヘパ リン,デキス トラン硫

酸,フコイダンはBAE細胞とラミニン1との接着を阻害 したが,BAE細胞とファイブロネクチンとの接着は阻害 しなかっ

た｡以上の結果より血管内皮細胞と細胞外マ トリックスとの接着には非インテグリンレセプターとしてのジス トログリカン

の役割が示された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

増殖性糖尿病網膜症,加齢性黄斑変性症,血管新生緑内障は現在失明の原因となることの多い疾患で,その治療には難渋

することが多く,これらの疾患の病態には概 して血管新生が関与 している｡ 一般に網膜血管新生には血管内皮細胞がその中

心的役割を担っており,VEGF等の血管新生促進因子による刺激を受け,細胞外マ トリックスと相互に関係 しながら,血管

内皮細胞はその形態を変え新たに管腔を形成するが,その詳 しい機構は不明である｡

今研究では培養ウシ大動脈血管内皮細胞においてジス トログリカンがmRNAレベルにおいて存在することをcDNAclo-

ning法,Northernblotting法により明らかにし,蛋白レベルにおいて存在することをWesternblotting法により明らか

にし,また血管内皮細胞の静止状態,移動状態におけるジストログリカンの局在を免疫染色法にて明らかにした｡ ジス トロ

グリカンと細胞外マ トリックスであるラミニン1との相互作用をビオチンラベルしたラミニンを用いたoverlayassayによ

り明らかにした｡以上より,血管内皮細胞と細胞外マ トリックスとの接着には非インテグリンレセプターとしてのジス トロ

グリカンが関与することが示された｡
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以上の研究は血管内皮細胞の細胞外マ トリックスとの接着の解明に貢献し,今後の血管内皮細胞の動態の理解に寄与する

ことが多い｡
したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成 12年 3月6日実施の論文内容とそれに関連 した研究分野の試問を受け,合格と認められ

たものである｡
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