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論 文 内 容 の 要 旨

アゴニスト刺激により血小板のフィブリノゲン受容体インテグリンαⅠIbβ3は,活性化されフィブリノ

ゲンとの結合能を持つようになり,撹拝条件では血小板どうLを架橋し凝集が起こる｡ 血小板における蛋

白チロシンリン酸化の幾つかは,この αⅠIbβ3の活性化依存的に起こることが示されていたが,我々は,

活性化血小板における蛋白チロシン脱リン酸化の幾つかは, αⅠIbβ3の活性依存的に起こることを報告した｡

そこで,本研究では,トロンビン (Th)刺激血小板における,この αⅠIbβ3依存的な蛋白チロシン脱リン

酸化の制御機構について検討した｡

まず,正常血小板およびαⅠIbβ3を欠損するGlanzmann血小板無力症血小板をTh刺激した後,1%

TritonX-100にて溶解 し遠心法により,細胞骨格分画 (CSK),膜骨格分画 (MSK),可溶化分画

(SOL)に分離し,各分画の蛋白チロシンリン酸化をイムノブロット法により検討した｡Th刺激により

凝集した正常血小板において,蛋白チロシンリン酸化および脱リン酸化は,仝細胞溶解物において認めら

れたのとほぼ同じパターンでCSKにおいて検出された｡しかし,血小板無力症血小板や,非撹拝条件や

RGDSペプチド処理により凝集を阻害した正常血小板のCSKでは,Th刺激による蛋白チロシンリン酸

化は見られたが,脱リン酸化は認められなかった｡蛋白分解酵素カルパインの阻害剤は,これらの蛋白チ

ロシンリン酸化および脱リン酸化に影響を与えなかったが,アクチン重合阻害剤サイトカラシンDは,

蛋白チロシンリン酸化を強く阻害した｡この時,両阻害剤は凝集反応を阻害しなかった｡以上より,Th

刺激血小板におけるαⅠIbβ3依存的な蛋白チロシン脱リン酸化は,CSKにおいて起こることが示された｡

次ぎに,蛋白チロシンホスファターゼ (PTPIB,PTPIC,SH-PTP2)の,細胞分画における分布を

イムノブロット法により調べた｡Th刺激により,PTPIBおよびPTPIBの分解産物は,MSKおよび

SOLからCSKに移行した｡この移行は,血小板無力症血小板やサイトカラシンD処理血小板では認め
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られなかった｡また,カルパイン阻害剤は,PTPIBの蛋白分解を阻害したが,CSKへの移行を阻害しな

かった｡一方,Th刺激により,PTPICは,MSKおよびSOLよりCSKに移行したが,この移行は,

血小板無力症血小板やサイトカラシンD処理血小板では減弱していた｡SH-PTP2は,MSKおよび

SOLに分布し,また,Th刺激による移行を示さなかった｡以上より,PTPIBおよびその分解産物は,

αⅠIbβ3およびアクチン重合依存的にCSK-移行し,PTPICのCSKへの移行は,Th刺激とαⅠIbβ3の活

性化の両方に依存的に起こることが示された｡

次ぎに,各蛋白チロシンホスファターゼの,チロシンリン酸化について調べた｡Th刺激により,

PTPICのチロシンリン酸化が認められたが,これは,非撹拝条件,RGDSペプチド処理,サイトカラシ

ンD処理した時には認められなかった｡さらに,CSKにおいてのみチロシンリン酸化PTPICを認めた｡

PTPIBとSH-PTP2は,刺激に関わらずチロシンリン酸化を認めなかった｡以上より,αⅠIbβ3およびア

クチン重合依存的にチロシンリン酸化されたPTPICは,CSKにおいてその基質に作用することが示唆

された｡

本研究により,インテグリンにより幾つかの蛋白チロシンホスファターゼが異なった仕方で制御され,

細胞骨格における蛋白チロシン脱リン酸化に関与していることが明らかとなった｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

蛋白チロシンリン酸化反応は細胞内情報伝達機構として重要な役割を果たしているが,本研究では,正

常血小板およびインテグリンαⅠIbβ3を欠損するGlanzmann血小板無力症血小板を用い,トロンビン刺激

時のチロシン脱リン酸化反応に対するインテグリンαⅠIbβ3の関与を,特に細胞骨格と蛋白チロシンホス

ファターゼPTPIB,PTPICに注目し検討した｡ トロンビン刺激正常血小板において蛋白チロシン脱リ

ン酸化は細胞骨格において認められたが,血小板無力症血小板ではこの脱リン酸化が認められずインテグ

リンαⅠIbβ3依存的と考えられた｡PTPIBはインテグリンαⅠIbβ3およびアクチン重合依存的に細胞骨格に

移行したが,PTPICはインテグリンαⅠIbβ3およびアクチン重合依存的にチロシンリン酸化を受け,さら

にトロンビン刺激とインテグリンαⅠIbβ3の両方に依存的に細胞骨格に移行した｡

以上の研究は,蛋白チロシン脱リン酸化反応におけるインテグリンαⅠIbβ3の働きをそれを先天的に欠

損する血小板無力症血小板を用いて検討した点に特徴があり,インテグリンを介した細胞機能の制御機構

の解明に寄与するところ大である｡

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8年12月27日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認

められたものである｡
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