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炎症性サイトカインによるヒトリンパ管内皮細胞の細胞接着の変化
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箆康正

緒言

りンパ管は免疫応答や体液の値常性の維持にとって必要不可欠である。また、リンパ管は悪性腫

蕩の転移や慢性炎症といった様々な病的状態においても重要であることが近年解明されつつある。

リンパ管において細胞間接着複合体は、正常機能の維持や病的状態からの回復に重要な役割を果

たしている。細胞間接着複合体は主にタイトジヤンクション(以下 TJ)・アドヘレンスジヤンクシ

ョン(以下AJ)によって構成され、 TJは主に細胞聞のパりアに、 AJは細胞聞の接着に機能してい

る。 TJ構成膜タンパク質は内皮細胞ではクローディン5が発現し、 zo・1等の裏打ちタンパクと
細胞間接着複合体を形成している。 AJ構成膜タンパク質は内皮細胞ではVEカドヘリンが発現、

Bカテニン等の裏打ちタンパク質と結合し、細胞骨格タンパク質アタチンと連結している。

リンパ管は毛細りンパ管、集合リンパ管等の部位特異性があり、それらは細胞間接着によっても

特徴付けられており、この多様性が組織液の吸収や輸送などの役割を反映していると考えられて

いる。体液の恒常性を維持するため、毛細リンパ管においては周皮細胞の裏打ちがなく柏の葉状

の内皮細胞が不連続なbutω，n"likejunctionsで繋留されており、組織間隙から起始リンパ管への

組織液の流れに寄与している。集合リンパ管は細胞や組織液の流れが一方向になるよう弁を有し

ており逆流を防いれおり、内皮細胞は連続性のある zipperlikejunctionsを形成し血管同様、基

底膜と平滑筋細胞が存在する。

血管においては細胞間接着の研究は数多く行われているが、りンパ管に関する報告は未だ十全で

ない。本研究の目的は、ヒトリンパ管内皮細胞における細胞間接着複合体の特質性を明らかにす

ること、また炎症性サイトカイン刺激下における細胞間接着複合体の変化を検討することである。

方法

ヒト皮膚リンパ管内皮細胞(以下即日C)を使用し、 TJ構成分子である zo・1、AJ構成分子
VEカドヘリン・PECAMl・8カテニン、細胞骨格分子アクチンについて免疫染色を施行した。炎

症性サイトカイン TNF"u刺激下で同様に免疫染色を施行し、経内皮電気抵抗(以下 TER)を測

定、 VEカドヘリンの発現量をウエスタンブロット法により測定した。

結果

野生型HDLECにおける VEカドヘリンとzo・1の二重蛍光免疫染色の結果、日ンパ管には
連続した直線状のcelljunctionと不連続なcelljunctionが混在していた。これらjunctionで

VEカドヘリンとzo・1は共局在していたが、 VEカドヘリンは細胞聞でより幅広に発現して
おり、これをVE"cadherin"positivebroad areaと仮称した。

AJマーカーであるVEカドヘリンと PECAM"1の二重蛍光免疫染色を行った結果、連続した

直線状のjunction及びVE"cadherin"positivebroad紅 'eaでは両者は共発現していたが、不連

続なjunctionにおいてはVEカドヘリンのみが発現していた。

T師、-u刺激下でVEカドヘリン、zo・1、アクチンの三重免疫染色を行った結果、 T師、刺激
により HDLECは伸長し直線状の junctionは減少、不連続な junctionが優位となり、

VE"cadherin"positive broad areaも減少、 τ官Rも減少した。一方、 T師、α刺激下でも VEカ
ドヘリンの総タンパク量に変化はなく、 8カテニンの局在にも変化はなかった。



考察

HDLECのω11junctionは連続な部分と不連続な部分が混在していることが判明した。連続

性のある線状のce11junctionは血管内皮細胞のce11junctionと類似していると考えられた。

また本研究では、細胞間周辺の VEカドへDンの特徴的な局在を VE-cadherin-positive

broadぽぬと仮称したが、過去の研究では肺動脈内皮細胞において VE-cadherinpositive 

areaが増加した結果、細胞聞のパりア機能が高まったと報告されている。同様に、 T畑、α刺

激により細胞間透過性が充進した状態でVE明 dherinpositive areaが減少した結果より、リ

ンパ管内皮細胞においてもVE-cadherin-positivebroad位 'eaが内皮細胞のバリア機能と関連

していると考えられた。 VE-cadherinpositive broad紅 eaではPECAM-lがVEカドへリン

よりも免疫染色上強い発現を呈しており、これは、血管内皮細胞において細胞間周辺の幅広

なPECAM-lの局在は隣接する細胞同士の重なりを示していると過去の報告で指摘されてい

るのと同様の意味を有するのかも知れない。

炎症性サイトカイン刺激下での HDLECにおける細胞間接着複合体の変化について検討す

るため、以下の条件を適用した(lOnglmlTNF・-a24時間)。上皮細胞であれば50nglml未満
では毒性はないことが過去に報告されている。過去の報告では、慢性炎症が続くと連続した

直線状のjunctionが不連続な junctionsに置換され、浮腫の改善等に関与していると報告さ

れている。本研究では、 TNF-a蜘j激下で不連続なjunctionが増加し、 VE明 .dherinpositive 

broadarea及びTERは減少したことから、隣接する細胞同士の重なりを示している可能性の

あるVE-cadherinpositive broad areaがHDLECにおける細胞間透過性を反映している可能

性が示唆された。この仮説を証明するためには今後invivoでの追加実験が必要であろう。

まとめ

野生型HDLECの細胞間接着複合体は、連続する直線状の部分と不連続なjunctionが混在す

るヘテロなものであった。両ce11junctionにおいてzo・1、VEカドヘリンは共局在していた。
炎症性サイトカイン刺激下においては、隣接する細胞同士の重なりが減少し、不連続な

junctionが優位となり、細胞閲透過性は充進した。
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リンパ管は免疫応答や体液の恒常性の維持にとって必要不可欠である。また、リンパ管は悪性腫湯

の転移や慢性炎症といった様々な病的状態においても重要であることが近年解明されつつある。リン

パ管において細胞間接着複合体は、正常機能の維持や病的状態からの回復に重要な役割を果たしてい

る。細胞間接着複合体は主にタイトジヤンクション(以下TJ)・アドヘレンスジヤンクション(以下AJ)

によって構成され、 TJは主に細胞聞のバリアに、 AJは細胞聞の接着に機能している。 TJ構成膜タ

ンパク質は内皮細胞ではクローディン5が発現し、 zo・1等の裏打ちタンパクと細胞間接着複合体を
形成している。 AJ構成膜タンパク質は内皮細胞では VEカドヘリンが発現、 8カテニン等の裏打ち

タンパク質と結合し、細胞骨格タンパク質アクチンと連結している。

リンパ管は毛細リンパ管、集合リンパ管等の部位特異性があり、それらは細胞間接着によっても特徴

付けられており、この多様性が車脳哉液の吸収や輸送などの役割を反映していると考えられている。体

液の恒常性を維持するため、毛細リンパ管においては周皮細胞の裏打ちがなく柏の葉状の内皮細胞が

不連続なbutton-likejunctionsで繋留されており、組織間隙から起始リンパ管への組織液の流れに寄

与している。集合リンパ管は細胞や組織液の流れが一方向になるよう弁を有しており逆流を防いでお

り、内皮細胞は連続性のあるzipper-likejunctionsを形成し血管同様、基底膜と平滑筋細胞が存在す

る。血管においては細胞間接着の研究は数多く行われているが、リンパ管に関する報告は未だ十分で

ない。

本研究では、ヒト皮膚リンパ管内皮細胞 (HDLEC)における細胞間接着複合体の特質性を明らか

にすること、また炎症性サイトカイン刺激下における細胞間接着複合体の変化を検討した。

野生型HDLECにおけるVEカドヘリンとzo・1の二重蛍光免疫染色の結果、リンパ管には連
続した直線状のcelljunctionと不連続なcelljunctionが混在していた。これらjunctionでVE

カドヘリンとzo・1は共局在していたが、 VEカドへリンは細胞闘でより幅広に発現しており、
これをVE-cadherin-positivebroad areaと仮称した。

AJマーカーで、ある VEカドヘリンと PECAM-lの二重蛍光免疫染色を行った結果、連続した

直線状のjunction及びVE-cadherin-positive broad紅白では両者は共発現していたが、不連続

なjunctionにおいてはVEカドヘリンのみが発現していた。 TNF-α刺激7下でVEカドヘリン、

zo・1、アクチンの三重免疫染色を行った結果、 TNF-a刺激により HDLECは伸長し直線状の
junctionは減少、不連続なjunctionが優位となり、 VE-cadherin-positivebroad areaも減少、

TERも減少した。一方、 TNF-a刺激下でも VEカドヘリンの総タンパク量に変化はなく、 8カ

テニンの局在にも変化はなかった。

HDLECのcelljunctionは連続な部分と不連続な部分が混在していることが判明した。連続性

のある線状のcelljunctionは血管内皮細胞のcelljunctionと類似していると考えられた。また

本研究では、細胞問周辺のVEカドヘリンの特徴的な局在をVE-cadherin-positive broad紅ea

と仮称したが、過去の研究では肺動脈内皮細胞においてVE-cadherinpositive areaが増加した

結果、細胞聞のパリア機能が高まったと報告されている。同様に、 TNF-a刺激により綿胞問透

過性が充進した状態でVE-cadherinpositive紅白が減少した結果より、リンパ管内皮細胞にお



いてもVE-cadherin-positivebroad areaが内皮細胞のバリア機能と関連していると考えられた。

VE-cadherin positive broad釘闘ではPECAM-lがVEカドヘリンよりも免疫染色上強い発現を

呈しており、これは、血管内皮細胞において細胞間周辺の幅広なPECAM-lの局在は隣接する細

胞同士の重なりを示していると過去の報告で指摘されているのと同様の意味を有するのかも知

れない。

炎症性サイトカイン刺激下での HDLECにおける細胞間接着複合体の変化について検討する

ため、以下の条件を適用した(10ng/mlTNF-a 24時間)。上皮細胞であれば50ng/ml未満では

毒性はないことが過去に報告されている。過去の報告では、慢性炎症が続くと連続した直線状の

junctionが不連続なjunctionsに置換され、浮腫の改善等に関与していると報告されている。本

研究では、 TNF・α刺激下で不連続なjunctionが増加し、 VE-cadherinpositive broad area及び

TERは減少したことから、隣接する細胞同士の重なりを示している可能性のある VE-cadherin

positive broad釘聞がHDLECにおける細胞間透過性を反映している可能性が示唆された。この

仮説を証明するためには今後invivoでの追加実験が必要であろう。

本研究はヒト皮膚リンパ管内皮細胞 (HDLEC)の細胞接着について研究したものであるが、

従来ほとんど行われなかった、炎症位サイトカイン添加時における HDLECの細胞接着について

重要な知見を得たものとして価値ある集積であると認める。よって、本研究者は、博士(医学)の

学位を得る資格があると認める。




