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P・セレクチンとそのリガンド分子による血液細胞間の相互作用
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1．はじめに

　白血球による生体防御には、他の細胞との相互作用が

必須である。血管内を移動する白血球は炎症部位におい

て血管内腔に存在する血管内皮細胞と接着し、移動を停

止し1血管内皮細胞の間隙をすり抜けて血管外へ遊走する

が、この過程に異常があると白血球の貧食、活性酸素産

生能が正常であるにもかかわらず易感染性となる。また、

種々の炎症性疾患において血液中の白血球一血小板凝集

体が増加することが報告されており、病態形成に関与す

ると考えられているH。血液細胞に限らず細胞同士の接

着には、互いの細胞表面分子を認識する膜タンパク質で

ある『接着分子』が重要な役割を果たしている。接着分

子は構造的特徴から免疫グロブリンファミリー、カドヘ

リンファミリー、セレクチンファミリー、インテグリン

ファミリーなどに分類されるが、血液細胞間の接着では

特にインテグリンファミリーとセレクチンファミリーが

重要な役割を果たしている。セレクチンファミリーには

発現部位や発現調節の異なる三種の分子、L一セレクチン、

E一セレクチンおよびP一セレクチンが属しており51、いず

れもN末端からC型レクチンドメイン、上皮細胞増殖因

子（EGF）様ドメイン、補体制御タンパク質様ドメイ
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Fig．1Domain　composition　of　three　human　selectins．
　　　L：Lectin　domain，　E：Epidermal　growth　factor（EGF｝－
　　　like　domain，　C：Complement　regulatory　protein－like

　　　domain．

ンからなり、レクチンドメインを介して糖鎖を認識する

接着分子である（Fig．1）。　P一セレクチンは活性化した

血管内皮細胞および血小板の表面に、E一セレクチンは

活性化した血管内皮細胞に発現し、ともに白血球の表面

に存在するリガンド分子との結合を介して白血球の炎症、

出血部位への集積に重要な役割を果たしている。一方L一

セレクチンは白血球に構成的に存在しており、リンパ球

のホーミングに関与している。

　上述の3種のセレクチンはいずれもレクチンドメイン

を介してシアル酸、ガラクトース、1V一アセチルグルコ

サミン、およびフコースからなる4糖構造であるシアリ

ルルイスX（sLeX）および類似する構造を特異的に認識

する。この糖鎖構造は生体において糖タンパク質あるい

は糖脂質に結合している。白血球に存在するP一セレクチ

ンの主要なリガンド分子としてはP－selectin
glycoprotein　ligand－1（PSGL　1）が知られている6。P

SGL－1は分子量110kDaで多数の0一結合型糖鎖を持つム

チン様膜貫通糖タンパク質であり、ジスルフィド結合に

より二量体として存在している。PSGL　1とP一セレクチ

ンとの結合にはそのN末端に存在するsLeX含有糖鎖と近

傍の3つのチロシン残基のうち少なくとも2つが硫酸化

されていることが必要である（Fig．2）7‘。　PSGL－1はす

べての白血球に存在し、微絨毛の先端に存在することが

知られている。白血球が血管内から炎症組織に浸潤する

初期の過程において白血球が血管への接着と解離を繰り

返し、あたかも血管表面を転がるように移動する現象、

すなわちローリングが観察されるが、PSGL　1はP一セレ

クチンとの速い結合と解離を介してこの現象に寄与して

いる。この白血球の血管外遊走は生体防御において重要

なステップのひとつであり、フコース含有糖鎖合成異常

によるセレクチンによる糖鎖リガンドの認識異常は白血

球の貧食、殺菌能が正常であるにもかかわらず白血球の

1血1管外遊走が障害されるために免疫不全となるLAD－II

（Leukocyte　adhesion　de6ciency　type－II）を発症する

ことが知られている8）。またセレクチン欠損マウスおよ
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Fig．2Model　fbr　the　interaction　between　P－selectin　and

　　　PSGL－1．
　　　The　C－type　lectin　domain　of　P－selectin　binds　to　a

　　　：i賠1，七誌nl㌫羅無ll謬1，＝1㌣麟「：｝

　　　PSGL1，　Sialyl　Leコs　a　tetrasaccharide　composed　of
　　　sialic　acid，　galactose，　N－acetylglucosamine　and
　　　血Cose．

びマウスへのP一セレクチン抗体とE一セレクチン抗体の

投与ではチオグリコール酸投’チによる腹腔への白血球の

滲出が抑制されることからW、セレクチンとリガンド

を介した結合は生体防御および炎症反応に屯要な役割を

果たしていることが示されている

　近年、P一セレクチンとPSGL－1の結合は単に物理的な

接着のみならず白血球の活性化を引き起こすことが明ら

かになりつつある．例えば活性化血小板はP一セレクチン

依存的に好中球および単球からの活性酸素産生を誘導

し13、固相化P一セレクチンとPSGL－1の相’∬1作用あるい

は白∬且球表面のPSGL－1の抗体によるクロスリンクは好

中球の活性酸素産生の誘導1115、MAPキナーゼの活性

化1S、インテグリン依存的な接着の増強“・］小、単球か

らのTNF一α産生19などを引き起こすことが知られてい

る．P一セレクチンーPSGL－1相lll作用は血小板一白血球、

1血．管内皮細胞一白1血［球問の相’ll作lllを制御し、白血球の

体内動態を制御するとともに白lflL球の活性化を惹起し、

生体防御および炎症性疾患の病態形成に関与している11∫

能性が考えられる。本総説ではP一セレクチンーPSGL－1

相’1：作川による好中球の活性化とその調節メカニズムお

よび疾患との関わりについての研究成果を紹介する一

好中球におけるPSGL・1の局在化メカニズム

　接着分」㌃による細胞接着を考える上で、その接着分」㌘

とリガンドの1対1の親和性（アフィニティー）だけで

なく、多価結合による総合的な結合力（アビディティー）

についても考慮することが重要である，すなわち接着分

子とそのリガンドの親和性はサイトカインと受容体のよ

うな結合と比べ一’般的に低いが、接着分子とそのリガン

ドが細胞表面において多価で結合することにより、全体

として強い結合力を生み川し、強固な細胞接着を担うこ

とができる．．従って、接着分rの細胞表面における分布

変化は、局所における接着分」㌘の存在密度を変化させ、

アビディティーを制御する可能性がある，PSGL－1とP一

セレクチンの接着の本質は糖鎖のレクチンによる認識で

Fig．3　Redistlうbution　of　PSGL－10n　IL－8－treated　neutrophils

　　　and　inhibitory　e脆cts　of　methyl一β・cyclodextrln　and

　　　filipin．
　　　Human　neutrophils　l　1×10n　cells／mL　O．5　mb　were
　　　treated　with　IL－8｛50　ng／mll　in　the　presence　or　ab－

　　　sence　of　methyl一β一cyclqdextrin（MβCD［〔10　mM｝or
　　　nlipin（10μg／mD　at　37℃Ibr　20　min．　The　cClls　were
　　　nxed　with　1％R）rmaldehyde　and　stained　wlth　anti－

　　　PSGL－1　antibody　fPL1［plus　Alexa　Fluor　488－
　　　c叫lugated　anti－mouse　IgG　antibody．　The　mlclei　were
　　　stained　with　propidium　iodide（25μg／mb．　A血er　being
　　　stained．　the　cells　were　observed　with　a　con負）cal　laser

　　　scanning　microscope．　A，　untreated；B．　treated　with
　　　IL－8（50　ng／mD；C，　treated　with　IL8　and　MβCD〔10
　　　mM｝；D，　treated　with　IL－8　and　nlipin（10μg／ml）．　Bar、

　　　10μm．

Table　l　Ef丘cts　ofcholesterol－perturbing　agents　on　the　redis－

　　　tribution　of　PSGLI　induced　by　IL－8

Treatment

Control

IL－860　ng／mD

　　＋MβCD（5mM）

＋MβCD（10　mM）

＋filipin　6μ9／ml）

＋61ipinほ0μg／mP

Cap一負）rming　cells川％｝

　　2．7±　2．6

699　±　10．6

28．6　±　　4．4

09±　1ユ

19．3　±　14．0

1．2±　1．6

1｝Mean　percentage〔±S．D㌦of　cap－fbrming　cells　in

　20fields．

あり、接着分子の中でも比較的結合力が弱いことから、

アビディティーについて考慮することが特に重．要である

と思われる，PSGL－1は無刺激の好中球において細胞表

面全体に均一一に存在しているが（Fig．3A｝、好中球を

IL－8のようなケモカインにより低濃度で処理することに

より、このPSGL－1が細胞の・方の端に局在する現象

（キャップ形成）が観察される（Fig．3B，　Table　1）

このPSGL－1の局在変化はアビディティーを変化させ、

好中球のP一セレクチンに対する接着を調節する可能性が

考えられる一またPSGL－1のド流で働くシグナル伝達分

22・
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Fig．4Localization　of　PSGL－1　in　detergent－insoluble　lipid

　　　microdomain．
　　　Neutrophils　were　treated　with　or　without　IL－8（50
　　　ng／ml，37℃，20　min）and　lysed　with　a　buf丘r　contain－

　　　ing　O．5％Bdj　58　at　4℃．Postnuclear　supernatants
　　　were　centrif廿ged　in　a　5％／34％discontinuous　sucrose
　　　density　gradient（A）at　200，000　x　g　fbr　20　hr．
　　　Fractions（1．5　ml）伽m　top　to　bottom　were　collected，
　　　and　each蝕c七ion　was　analyzed　by　Western　blotting
　　　with　anti－sLex　IgM（KM93）plus　biotin－co可ugated
　　　anti－IgM　antibody　and　HRP－co可ugated　streptavidin
　　　（R）rPSGL－1　staining）（B），　and　by　dot－blotting　with

　　　HRP－conjugated　cholera　toxin　B　subunit（fbr　GMl
　　　ganglioside　staining）（C）．

子の存在密度を増加させることにより、好中球の活性化

を調節することも考えられ、PSGL－1の局在化のメカニ

ズムの解明は好中球におけるP一セレクチン依存的接着お

よび活性化のメカニズムを理解するのに重要であると考

えられた。近年、PSGL－1はT細胞において、脂質マイ

クロドメインに局在することが報告されている2ω。脂質

マイクロドメインとはスフィンゴ脂質、およびコレステ

ロールに富む細胞膜上のマイクロドメインで、これらの

脂質と主要な細胞膜の構成成分であるリン脂質との物性

の差から細胞膜においてこれらが濃縮されたマイクロド

メインを形成することが知られている2’｝。脂質マイクロ

ドメインは脂質ラフトとも呼ばれ、また低温において非

イオン性の界面活性剤に不溶性であることからde七er－

gent　insoluble　microdomain（DIM）、あるいは糖脂質

に富むことからglycolipid－enriched　microdomain

（GEM）とも呼ばれる。この脂質マイクロドメインには

種々の膜タンパク質、シグナル伝達分子が会合し22捌、

細胞膜において細胞接着やシグナル伝達の場を提供して

いると考えられている。それゆえ、好中球においても

PSGL1が脂質マイクロドメインに分布し、このことが

好中球におけるPSGL－1の局在変化に関与している可能

性が考えられたので、PSGL－1のキャップ形成と脂質マ

イクロドメインの関係について解析した。好中球を非イ

オン性界面活性剤B両58で可溶化したライセートをショ

糖密度勾配遠心にかけ低密度画分に分離された脂質マイ

クロドメインを回収し、PSGL－1の脂質マイクロドメイ

ンへの分布を検討した結果、PSGL－1は脂質マイクロド

メインのマーカー分子であるガングリオシドGM1とと

もに脂質マイクロドメインに分布することが示された

（Fig．4B　and　C）。また好中球をIL8処理することによっ

て誘導されるPSGL、－1のキャップ生成はコレステロール

を隔離して脂質マイクロドメイン構造を破壊する
me七hyl一β一cyclodextrin（MβCD）やfilipinによって抑

制された（Fig．3C　and　D、　Table　1）。さらにMβCD

処理はPSGL－1の脂質マイクロドメインへの局在を抑制

したことから（Fig．4B）、　PSGL1の脂質マイクロドメ

インへの局在がPSGL－1の細胞表面での分布制御に関与

していることが推測された。PSGL－1はIL8処理下にお

いても脂質マイクロドメインに分布していたことから

（Fig．4B）、　PSGL－1はキャップ形成の有無にかかわら

ず脂質マイクロドメインに存在し、IgEレセプター（Fc

εRI）、　B細胞抗原レセプター、αLβ2インテグリンな

どにおいて報告されているように23・26・27）、刺激の有無に

よって脂質マイクロドメインに出入りして局在が変化し

ているわけではないことも示された。

　PSGL1はMβCD処理によって脂質マイクロドメイ

ンへの分布が抑制される一方で、ガングリオシドGM1

の脂質マイクロドメインへの分布はMβCDによって抑

制されないことから（Fig．4C）、両分子は異なった脂

質マイクロドメインに局在している可能性が考えられた。

このことを確認するため、GM1に結合するAlexa　Fluor

488標識コレラトキシンBサブユニットと抗PSGL－1抗

体を用いて好中球を二重染色した結果、IL－8処理により

PSGL1がキャップ形成した部位にはGM1の集積は認め

られず（Fig．5A）、抗PsGL－1抗体を用いてPsGL－1の

パッチを形成させた部位にもGM1の集積は認められず

（Fig．5B）、抗コレラトキシン抗体を用いてGM1をパッ

チ形成させてもその部位へのPSGL－1の局在は認められ

なかったことから（Fig．5c）、細胞表面においてGM1

とPSGL－1は異なったマイクロドメインに存在している

ことが示唆された。またB可58のかわりにTri七〇n　X－

100を用いてライセートを調製し、脂質マイクロドメイ

ンを回収したところGM1は低密度画分に回収されたが、

PSGL－1は回収されなかったことも、両者が異なったマ

イクロドメインに存在することを示している。

　以上より脂質マイクロドメインがPSGL－1の細胞表面

での分布変化に重要であることが示された。また脂質マ

イクロドメインにはheterogeneityが存在し、このこと

23
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Fig．5 Intracellular　distribution　of　PSGL－1　and　GMIganglioslde　in　neutl・ophils．
｛Al　IL－8－treated　neut1・ophils　were　stained　with　Alexa　Fluor　488－conjugated　cholera　toxin　B　subunit　fbr　10　min　at　4　C．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　y〔PL1［plus　Alexa　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FluOr　647－The　cells　were　then　fixed　with　1％n）rmaldehyde，　and　stained　with　anti－PSGL－1　antibod
conjugated　anti－mouse　IgG．　Bar，5μm．（B）The　distributions　of　PSGL－1　and　GMI　ganglioside　were　obsel・ved　aRer　the
cross－linking　of　PSGL－1　by　antibodies．　Neutrophils　were　sequentially　treated　with　PLI　lbr　10　min，　anti－mouse　IgG
F（ab’），　fbr　10　min，　and　Alexa　Fluor　488－co司ugated　cholera　toxin　B　subunit　fbr　lO　min　at　4℃．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　The　cells　were　fi　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　xed　with

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　limages　of　l5　serial　sections1％lbrmaldehyde，　and　treated　with　Alexa　Fluor　647－conjugated　anti－mouse　IgG．　C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　onfbca

with　a　thickness　of　O．93　mm　are　superimposed　on　each　other．　Bar，5μm．〔ClThe　distributions　of　PSGL－1　and　GMl
ganghoside　were　observed　a銑er　the　cross－linking　of　GMI　ganglioside．　Neutrophils　were　treated　with　Alexa　Fluor　488－
coロjugated　cholera　toxin　B　subunit仕）r　20　min　at　4　C，and　then　with　anti－cholera　toxin　B　subunit　antisera　fbr　1⑪min　at

4C．The　cells　were　nxed　with　1％lbrmaldehyde、　and　stained　with　PLI　plus　Alexa　Fluor　647－co句ugated　anti－mouse　IgG．

ConR）cal　images　of　15　serial　sections　with　a　thickness　of　O．72　mm　are　superimposed．　Bar．5μm．

が各分」：の微細な調節をII∫能にしていると考えられる

PSGL－1のケモカインによるキャップ形成はサイトカラ

シンD処理によってアクチン細胞骨格を破壊することに

よっても抑制されることから15、好中球におけるPSGL－

1のキャップ形成にはアクチン剰ll胞骨格も重要であるこ

とが示されている、，PSGL－1はその細胞内領域でERM

ファミリーのアクチン結合タンパク質と相互作川するこ

とが報告されておりM、また脂質マイクロドメインへ

の分布が報告されているCD44においてはアクチンおよ

び微小管細胞骨格系が分布制御に関与・しているという報

告がなされていることから「日、脂質マイクロドメインヒ

に存在するPSGL1がll‘1：接あるいは他のマイクロドメイ

ン局在タンパク質を介してアクチン細胞骨格と連結し、

内側から細胞膜内をマイクロドメインごと側ノ∫に動かさ

れている可能性が．考えられた．、

好中球におけるPSGL・1の局在化と白血球の機能調節

　　前；；’元で述べたIL8処理好中球におけるPSGL－1のキャッ

プ形成は細胞表面のPSGL1の分布密度を変化させるこ

とにより、P一セレクチンとの結合力を変化させ、　P一セレ

2．1
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クチン発現細胞との接着性を調節し、またPSGL－1によ

るシグナル伝達を調節する可能性がある。そこでまず好

中球PSGL1のキャップ形成がP一セレクチン発現CHO細

胞（CHO－P）モノレイヤーへの接着およびトロンビン

刺激lrll小板との複合体形成にどのように影響するかを検

討した。好中球のCHO－Pモノレイヤーに対する接着は

IL－8処理によって有意に低下し（Fig．6A）、一方で活

性化血小板と好中球との複合体形成はIL－8処理によって

促進された（Fig．6B）．，　P一セレクチン依存的な接着が

IL－8処理により標的細胞の違いによって正あるいは負に

調節される理由として、P一セレクチン発現細胞における

P一セレクチンの密度と細胞間の接着面積によって調節さ

れている可能性が考えられる。好中球よりサイズが大き

く、モノレイヤーを形成しているCHO－Pとの接着では

PSGL－1のキャップ形成により接着面積が減少し、接着

が不利になる可能性が考えられる．逆に好中球よりサイ
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Fig．6　E飽ct　of　interleukin（II」）－80n　P－selectin－dependent

　　　adhesion　of　neutrophils．
　　　A，EfΣect　of　IL－80n　the　adhesion　of　neutrophils　to　a　P－

　　　selectin－expressing　CHO　cell（CHO－P）monolayer．
　　　Fluorescently－labeled　neutrophils　were　treated　with
　　　or　without　IL－8（50　ng／m1）仕）r　20　min　and　allowed　to

　　　adhere　to　P－selectin－transfbctant　CHO－P　cells　and　the

　　　器鵠舞書。c霊麗。鰍悶監蕊。隠
　　　of　microaggregates　consisting　of　neutrophils　and
　　　thrombin－activated　platelets．　Neutrophils　were　mixed
　　　with　nuorescently・labeled　and　thrombin－activated
　　　platelets，　and　incubated　in　the　presence　or　absepce　of
　　　IL－8（50　ng／ml）R）r　20　min　at　37℃．The　cell　mlxture

　　　was　su切ected　to　now　cytometric　analysis．
　　　Neutrophils　were　gated　fbr　fbrward－scatter　versus
　　　side・scatter　plotting．　The　fluorescence　intensity　asso－

　　　ciated　with　neutrophils　was　measured．　Data　fbr　2，000

　　　cells　were　collected．

ズの小さいlflL小板との複合体形成では、好中球表面の

PSGL1がキャップ形成することによりアビディティー

が増加し、複合体形成が促進されると考えられる、、P一セ

レクチンとPSGL－1はshear　stress存在下で機能するこ

とから、単に分子と分子の結合親和性だけでなく、細胞

の変形しやすさなどにも影響を受けることが報告されて

おり32．、複雑な制御を受けている可能性が高い。

　PSGL－1は単に物理的な接着を仲介するのみならず、

P一セレクチンとの結合によりシグナルを細胞内に伝達し

白血球を活性化することが報告されている。P一セレクチ

ンを発現した活性化血小板、あるいはプレート表面に固

相化した精製P一セレクチンにより好中球、単球からの活

性酸素産生が誘導されることが報告されている‥，。ま

たPSGL－1のクロスリンクによりRasやMAPキナーゼの

活性化が誘導されることも報告されている16‘。前述の好

中球におけるケモカインによるPSGL－1のキャップ形成

は細胞内においてPSGL－1のシグナル伝達にかかわる分

子の集積を引き起こし、PSGL－1のシグナル伝達に影響

を与える可能性が考えられる。そこでIL－8処理によるP

SGL－1のキャップ形成が好中球表面のPSGL1クロスリ

ンク時の好中球の活性酸素産生にどのような影響を与え

るのかを調べた。好中球表面のPSGL1を抗PSGL1抗
体および抗マウスIgG抗体でクロスリンクすることによ

り誘導される活性酸素産生はIL－8共存下で増強された

（Fig、7）、，このときのPSGL－1の細胞内分布を調べてみ

ると抗体クロスリンクによりPSGL－1のパッチ形成が誘
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Fig．7　Ef丘ct　of　IL－80n　ROS　production　induced　by　the

　　　ligation　of　PSGIfl　on　neutrophils．
　　　DCFH・DA－loaded　neutrophils（3×105　cells　in　O．6　ml
　　　of　PBS　containing　O．90　mM　CaCl2　and　O．49　mM
　　　MgCl2）were　treated　with　anti・PSGL－1　antibody（PL1，

　　　1謬㍑「㌶認＝i＝r量6留；鵠
　　　the　presence　or　absence　of　IL－8（25　ng／ml）at　37℃fbr

　　　30min．　The　production　of　ROS　was　measured　by　now
　　　cytometry，　and　was　expressed　as　a　stimulation　index
　　　calculated　based　on　the　ratio　ofthe　geometrlc　mean　of
　　　stimulated　cells　to　that　of　control　cells．　A　representa－

　　　tive　result　of七hree　independent　experiments　is
　　　shown．
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Fig．8　The　intraceIlular　distribution　of　PSGL－10n　IL－8－
　　　treated　or　untreated　neutrophils　after　the　cross－
　　　linking　with　anti－PSGL－1　antibody．
　　　Neutrophils　were　treated　with　anti－PSGL－1　antibody
　　　（PL1，10μg／ml）fbr　10　min　at　4℃，The　cells　were　then

　　　treated　with（B　and　D）or　without（A　and　C）anti－
　　　mouse　IgG　F（ab’）2　f士ag皿ent〔10μg／ml）K）r　10　min　at

　　　4C，and　subsequently　with（C　and　D）or　without（A
　　　and　B）IL－8｛50　ng／ml）五〕r　20　min　at　37℃．After　the

　　　cells　were　fixed　with　1％負）rmaldehyde，　they　were
　　　stained　with　Alexa　Fluor　647－conjugated　anti－mouse
　　　IgG．　The　nuclei　were　stained　with　propidium　iodide
　　　（25μg／ml）．　Confbcal　images　of　15　serial　sections　with

　　　athickness　of　O．93　mm　are　superimposed．　Bar，5μm．

導され、IL－8存在ドではこのパッチがキャッピングして

細胞の一ヶ所に強く集積していた（Fig．8）．このこと

からIL8によるPSGL－1のキャップ形成は抗体によりク

ロスリンクされたPSGL1をさらに集積することにより

PSGL－1の下流のシグナル伝達を増強している可能性が

考えられた。PSGL－1のシグナルを担う分子としては

PSGL－1にアクチン結合タンパク質エズリン、あるいは

モエシンを介して結合することが報告されているチロシ

ンキナーゼSyk　2ドや脂質マイクロドメインに局在する

ことが知られているSrcファミリーのチロシンキナーゼ、

低分子量GTP結合タンパク質があげられる、　PSGL－1の

キャップ形成によりこれらシグナ，レ伝達分了がPSGL－1

キャップ部位に濃縮され、これによりPSGL－1クロスリ

ンク時のシグナル伝達が増強されると考えられる、

　生体内において好中球が炎症部位近傍の10［管内皮細胞

や出llll部位の血栓に接着する際に、ケモカインによる

PSGL－1のキャップ形成とPSGL－1クロスリンクによる

好中球活性化が起こりうる，すなわち好中球がP一セレク

チンを発現する内皮細胞や血栓を構成する活性化‘ll小板

と接着する過程で、近傍に存在するケモカインによって

好中球のPSGL一ユがキャップ形成し、　P一セレクチンによ

る活性化が増強されil㌃性酸素産生が促」｛匡され、ノ1三体防御

に働いている可能性がある．今川見出したケモカインに

よるP一セレクチンーPSGL－1相∫llf乍用のr‖司節はこのよう

な微小環境においてP一セレクチン依存的な好中球の機能

調節に関与していると考えられた．．

P一セレクチンーPSGL・1相互作用と疾患

　～長期透析合併症への関与～

　種々の炎症性疾患において好中球と血小板の複合体が

観察されることが報告されている1’4、好中球と血小板の

相互作用の役割については未だ不明な点が多いが、互い

から産生される液性分子、または細胞表面分∫・を介して

相互に活性化している可能性が示されている3’㌧それゆ

え、前述のP一セレクチンーPSGL1相互作川による白∬1［

球活性化は実験的条件トだけでなく種々の炎症性の病態

においても病態形成に関与している可能性が考えられる。

この一例として1血液透析における長期透析合併症が挙げ

られる。lll［液透析は慢性腎不全患者に行われるlf旺液浄化

療法であり、lllL液を体外に取り出し、数万本の中空糸状

の透析膜からなる透析器を用いて血液中の老廃物を透析

により除去し、浄化された血液を再び体内に戻す．この

時、1血液と人下物である透析膜との接触により1虹小板、

白巾1球および補体の活性化が起こる可能性がある．これ

ら血液成分の活性化は単回の血液透析においては低レベ

ルであったとしても、1血液透析は週2～3回、患者の生

涯に渡って行われることや、腎不全患者は酸化ストレス

に対する抵抗性が健常人に比べて低いことから銀5、血1

液透析療法の度に透析患者体内において軽度の全身的な

炎症が惹起され、長期的には動脈硬化、透析アミロイドー

シスなど慢性透析合併症の原因になっていると考えられ

ている胸7．．．．血1夜透析の際のF加球の活性化の原因とし

て、透析療法の開発初期より補体の活性化が注目されて

きた　セルロース膜を用いた1血液透析中に過性に患者

体内のlllL中白血1球数の減少が観察され、後にこれはセル

ロース膜の水酸基による補体の活性化が原因であること

が示されだ×．．それゆえ、補体の活性化を回避すること

により」nL液透析膜の生体適合性の改善がなされてきた．

一方で透析膜の1∬L小板に対する影響については回路内血

栓形成や凝集など、主に抗」1且栓性について検討されてい

たが39、llll液透析の際に1血小板と好中球の複合体が観察

されることが報告されて以来］．、血小板の活性化を介し

た白lfll球活性化も注nされつつある川、そこで長期透析

合併症の病態形成におけるP一セレクチンとPSGL1を介

したlll［液細胞間の相∫口乍用の関与を明らかにするため、

1111液透析膜と1血L小板、好中球の相互作用についての解析

を行ったU・市販透析器より取り出した各種透析膜

（EVAL，エチレンビニルアルコール共重合体；RC，再

生セルロース；CDA，セルロースジアセテート：CTA，

セルロース1・リアセテー｜・；PS，ポリスルホン；PMM

A，ポリメチルメタクリ1／一ト、Fig．9）を細断し、1nL

小板および好中球との接着性を検討した結果、EVAL、

RC、　CDA、　CTAといった親水’性の透析膜に対しては1∫巳

小板の接着は低く、　・方でPMMA、　PSといった疎水性

の透析膜においては［fl［小板が強く接着することが示され

た（Fig．10）・またセルロースの水酸基を酢酸エステル

一
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1）Hydrophilic　membranes
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2）Hydrophobic　membranes

斥》｛嗣渦 セi…⇒

　　　Polysulfone（PS）　　　Polymethylmethacrylate（PMMA）

Fig．9Materials　of　hemodialysis　membranes　used　in　this
　　　study．
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Fig．10　Adhesion　of　platelets　to　hemodialysis　membranes．

　　　Fluorescently－labeled　platelets　were　suspended　in
　　　autologous　plasma｛a）or　whole　blood（b）．and　incu－
　　　bated　with　hemodialysis　membranes　at　37℃R｝r　l　hL
　　　ARer　unadhered　platelets　were　removed　by　washing
　　　with　PBS，　platelets　adhering　to　the　membranes　were
　　　lysed　with　1％Triton　X－100，　and　the　nuorescence　in
　　　the　lysate　was　measured　with　a　nuorescence　spectro－

　　　photometeL

化したCDA、　CTAにおいては酢酸置換の程度に応じて

血小板の接着が強くなる傾向にあった，，このことから血1

小板は親水性の透析膜よりも疎水性の透析膜に強く接着

する傾向にあることが示された．・・方で好中球の各種透

析膜に対する接着はPS膜においては他の約2倍の接着が

見られたものの、他の材質問での差は認められなかった，

透析膜とのインキュベートによる1∬1小板表面のP一セレク

チンの発現を検討した結果、PS膜、　PMMA膜とのイン

キュベートにより浮遊血小板および透析膜に粘着した血

小板においてP一セレクチンの発現が誘導されていること

が確認された（Fig．11A　and　B）．、　・方でEVAL膜との

インキュベートでは血小板表面のP一セレクチン発現は誘

導されなかった．ここまでの結果より疎水性の透析膜に

おいては親水性の透析膜と比して血小板の粘着とP一セレ

クチンの発現が強く誘導されることが示された、次に各

種透析膜とのインキュベートによる好中球からの活性酸
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Fig．11　Expression　of　P・selectin　on　the　sur飴ce　of　platelets

　　　a庇er　co－incubation　with　hemodialysis　membranes．
　　　A，Expression　of　P－selectin　on　platelets　in　suspen－
　　　sion．　PRP（platelet亘ch　plasmal　was　incubated　with
　　　hemodialysis　membranes　at　37℃fbr　l　hr．　Platelets
　　　were　then　nxed　with　1％fbrmaldehyde　at　room　tem－
　　　perature　ibr　10　min，　and　the　expression　of　P－selectin

　　　on　the　platelet　sur白ce　was　measured　by　cell－based
　　　ELISA．　Platelets　were　activated　with　ADP｛adeno－
　　　sine　5’－diphosphate，20　mM）fbr　a　positive　controL　B，

　　　Expression　of　P－selectin　on　platelets　adhered　to
　　　hemodialysis　membranes．　PRP．was　incubated　with
　　　hemodialysis　membranes　at　37℃R）r　l　hr。　Platelets
　　　on　hemodialysis　membranes　were　hxed　with　1％負）r－

　　　maldehyde，　and　then　immunofluorescently　stained
　　　with　the　combination　of　anti－P－selectin　antibody
　　　〔2D7｝and　Alexa　Fluor　488－co可ugated　anti　mouse
　　　IgG．

素産生について検討した、血小板の関与を調べるため、

好中球を1血1漿に懸濁（血小板非存在）および血t小板1血1漿

（血小板存在）に懸濁して検討した結果、血小板非存在

下においてはPS膜とインキュベートした好中球のみ活

性酸素産生が誘導されたが、血小板存在．ドにおいては

PS膜とのインキュベートによる好中球の活性酸素産生

が増強され、またPMMAにおいて好中球からの活性酸

素産生の誘導が観察された（Fig．12C　and　D）、．親水

性の透析膜であるRC膜およびEVAL膜とのインキュベー

トではψ1小板の存在　非存在にかかわらず活性酸素産生

は誘導されなかった（Fig．12A　and　B），血小板の粘

着　活性化を誘導する疎水性の透析膜とのインキュベー

トにより血小板の存在下で好中球からの活性酸素産生が

誘導あるいは促進されることから、血小板が透析膜との

インキュベートによる好中球からの活性酸素産生に対し

て促進的な役割を果たしていることが示唆された．この

ことをさらに検証するため、疎水性の透析膜とインキュ

ベートした血小板に好中球との複合体形成能および好中

球活性化能があるかどうか検討した、PS膜あるいはPM

MA膜とrめインキュベートした血小板は好中球と複合
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Fig．12　Production　of　intracellular　hydroperoxide　in
　　　　neutrophils　incubated　with　hemodialysis　membranes
　　　　in　the　presence　or　absence　of　platelets、

　　　　Human　neutrophils　were　suspended　in　plasma（－
　　　　platelets）or　platelet－rich　plas皿a（＋platelets）and　in－

　　　　cubated　with　hemodialysis　membranes　fbr　30　min．
　　　　After　the　addition　of　2’，　7’－　dichlorofluorescin
　　　　diaceta七e（DCFH－DA，0．1mM）to　the　suspension，　the
　　　　mixture　was　incubated　fbr　30　min．　The　generation　of

　　　　the　oxidized　fbrm　of　DCFH　was　assayed　by　flow
　　　　cytometry．1）oZτe∂Z仇e，　neutrophils　incubated　with－

　　　　out　hemodialysis　membranes；τ厄η伽e，　neu七rophils
　　　　incubated　with　hemodialysis　membranes　in　the　ab－
　　　　sence　of　platelets；τん‘cん麗ηe，　neutrophils　incubated

　　　　with　hemodialysis　membranes　in　the　presence　of
　　　　platelets．（a），　RC　membranes；（b），　EVAL　membranes；

　　　　（c），PMMA　membranes；（d），　PS　membranes．
　　　　Representa七ive　data　of　three　experi皿ents　are　shown．

体を形成し（Fig．13A　and　B）、これは抗P一セレクチ

ン抗体で抑制され、さらに好中球からの活性酸素産生が

誘導されることが示された（Fig．13c）。以上の結果よ

り、血液透析の際の好中球の活性化において血小板が仲

介的な役割を果たしている、すなわち透析膜と血小板の

接触が血小板の活性化を引き起こし、血小板表面のP一セ

レクチンの発現を誘導し、このP一セレクチンを介して好

中球と複合体を形成し好中球の活性酸素産生を引き起こ

すことが示唆された。透析膜の生体適合性においては透

析膜による補体の活性化が重要視され42醐、再生セルロー

スのような親水性の透析膜よりも水酸基を置換したセル

ロースアセテートあるいはPS膜のような疎水性の合成

高分子膜が開発されてきた。しかしながら今回の結果よ

り、透析膜の生体適合性を考える上で透析膜が血小板に

与える影響も考慮するべきであり、新規合成透析膜の開

発の際には補体活性化能および血小板活性化能の両方を

評価することが望まれる。

　血液透析の際の白血球の活性化には血小板の活性化を

基点とするメカニズムが存在することが示されたが、そ

の一方で好中球の側も透析膜との接触により何らかの変

化を起こし、血L液透析による白血球の活性化に影響を及

ぼしている可能性がある。すなわち血液透析膜との接触

により、先に述べたケモカインによるキャップ形成のよ

うな好中球表面のPSGL－1の分布変化が起こり、血小板
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Fig．131nteraction　between　neutrophils　and　platelets　previ－
　　　　ously　incubated　with　hemodialysis　membranes．
　　　　A　and　B，　Formation　of　a　platelet－neutrophil
　　　　microaggregate　　after　　co－incubation　　with
　　　　hemodialysis　membranes．　PRP　was　incubated　with
　　　　PS（A）or　PMMA（B）membranes　at　37℃fbr　l　hr．
　　　　Platelets　were　then　mixed　with　neutrophils，　and　the
　　　　mixture　was　incubated　at　37℃fbr　30　min．　The　cells

　　　　were　fixed　with　1％fbrmaldehyde　fbr　10　min　at　room
　　　　temperature．　Activated　platelets　were　stained　with
　　　　anti－P－selectin　antibody（2D7）plus　Alexa　Fluor　488－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neutrophils　were　　　　co亘jugated　　　　　　　　　　anti－IgG　　　　　　　　　　　　　　　　（green）．
　　　　stained　with　a　combination　of　anti－sialyl　Lex　carbo－

　　　　hydrate　a－tibody（KM93），　biotinylated　anti－IgM　an－

　　　　tibody，　and　Alexa　Fluor　555－conjugated　streptavidin
　　　　（red）．　The　nuclei　were　stained　with　TO－PRO－3（blue）．

　　　　The　cells　were　observed　with　a　confbcal　laser　scan－

　　　　ning　microscope．　Scale　bar，5mm　C，　Production　of
　　　　superoxide　anion　by　neutrophils　after　co－incubation
　　　　with　platelets　pretrea七ed　with　hemodialysis　mem－
　　　　branes．　The　neutrophil　suspension（1×106　cells，50
　　　　μDwas　mixed　with　a　platelet　suspension（50μL）
　　　　that　had　been　treated　with　EVAL　membranes　or
　　　　PMMA　membranes，　and　the　cells　were　incubated　at
　　　　37℃負〕r90　min　in　the　presence　of　cytochrome　c．
　　　　A氏er　centr血gation　of　the　mixture　at　5，000　rpm　fbr
　　　　10min，　the　supernatant　was　measured　fbr　A540，　A55。，

　　　　and　A560．　Superoxide　anion　was　determined　by　the
　　　　change　in　A550　caused　by　the　reduction　of　cytochrome

　　　　C．

とのP一セレクチン依存的な相互作用に影響を及ぼす可能

性が考えられる。そこで、血液透析膜との接触による好

中球のPSGL1の分布変化について検討した。血液をPS

膜と混和し37℃で20分インキュベートしたところ、好

中球をIL－8で処理した際と同様な好中球のPSGL－1のキャッ

プ形成が観察された（Fig．14）。好中球を血漿に懸濁し、

透析膜とインキュベートした際にもこの現象が観察され

たことから、この現象には他の血液細胞は必要でないこ

とが示された。透析膜と好中球の直接の接触がPSGL1

のキャップ形成に必要であるか否か検討するため、あら

かじめ1nt漿と透析膜を37℃で20分インキュベートし、
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Fig．14　The　cap－fbrmation　of　PSGLI　on　human　neutrophils
　　　　　　incubated　with　hemodialysis　membranes．
　　　　　　Human　neutrophils　were　suspended　in　autologous
　　　　　　platelet　rich　plasma（PRP）at　2×1ぴcells／ml　and　in－
　　　　　　cubated　with　pieces　of　PS　membranes　at　37℃fbr　20

　　　　　　min．　The　cells　were　fixed　with　1％lbrmaldehyde　and

　　　　　　stained　PL1　（anti－PSGL－1　antibody）plus　Alexa
　　　　　　Fluor　488－conjugated　anti－mouse　IgG　antibody．　The

　　　　　　nuclei　were　stained　with　propidium　iodide．　After
　　　　　　staining，　the　cells　were　observed　using　a　confbcal

　　　　　　Iaser　scanning　microscope．　Bar，10μm．

1∫54 1／18 1’6

concentration　of　hemodialysis

membran÷treated　plasma

Fig．15　The　cap－fbrmation　of　PSGLI　on　human　neutrophils
　　　　　　by　hemodialysis　membrane－treated　plasma．

　　　　　　Human　plasma　and　platelet　rich　plasma　isolated
　　　　　　宜om　heparinized　blood　were　treated　with　pieces　of
　　　　　　PS　membranes　at　37℃負）r　l　hr．　The　plasma　was　re－

　　　　　　covered，　diluted，　and　mixed　with　peripheral
　　　　　　neutrophils．（1×10‘）cells／ml）．　The　mixture　was　incu－

　　　　　bated　at　37℃fbr　20　min．　The　cells　were　then　nxed

　　　　　with　l％lbrmaldehyde　and　stained　with　PLI　plus
　　　　　Alexa　Fluor　488－conjugated　anti－IgG　antibody．　Aner
　　　　　staining，　the　cells　were　observed　using　a　confbcal

　　　　　Iaser　scanning　microscope．　The　cap－fbrming
　　　　　neutrophils　were　counted　in　five　fields．

回収したlnl漿による好中球表面のPSGL－1のキャップ形

成の有無を検討した結果、透析膜処理lllL漿中にキャップ

．形成が認められたことから（Fig．15）、キャップ形成に

は透析膜と好中球の直接の接触は不要であり、透析膜と

In1漿の接触によりm1漿中にPSGL－1キャップ形成誘導活

性が生じていることが示された、他の材質の透析膜にお

いてもこの現象が観察されるか調べるため、各種透析膜

処理lllL漿のPSGL－1キャップ・形成誘導活性を比較した結

果、PS膜以外にRC膜と処理した血漿中に高いキャップ

形成誘導活性が認められ（Fig．16A）、　RC膜の水酸基

を酢酸エステル化したCDA、　CTA膜と処理したmL漿で

は、RC膜処理lrlL漿と比してキャップ誘導活性の低卜’が

認められた（Fig．16B）．RC膜は補体活性化能が比較

的高いことが知られている．．、それゆえ、透析膜処理lllL漿

中のPSGL－1キャップ形成i誘導活’性は補体の活’性化に伴っ

て生じるC3aやC5aといったアナフィラトキシンによる

11∫能性が考’えられた　そこでC3a、　C5aのアンタゴニス

トであるSB290157、　W－54011によってRC膜処理1∬L漿

によるPSGL－1キャップ形成が抑制されるかどうか検討

したところ、C5aアンタゴニストW－54011によってPS

GL－1のキャップ形成は完全に抑制された〔Fig．17）

この結果より、透析膜処理lllL漿中に生じたC5aがPSGL－

1のキャップ形成を誘導していることが示唆された．こ

のことは｜ll［漿をあらかじめ56℃で30分処理することに

より補体を非働化した場合は、透析膜とインキュベート

してもPSGL－1キャップ形成誘導活性が生じないことか

らも確認された

　　透析膜処理lflL漿による好中球表面のPSGL－1のキャッ

プ形成は、IL－8処理好中球で示したように、活性化lllL小

板との相’ll作川を促進する影響する可能性が考えられる
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Fig．16　The　cap－R）rmation　of　PSGL－10n　neutrophils　by　the
　　　　　　plasma　treated　with　various　hemodialysis　mem－
　　　　　　branes．

　　　　　　Human　plasma　isolated　from　heparinized　blood　was

　　　　　㍑：鵠与8ig鵠増：罐瓢6蒜＝
　　　　　diluted　to　one　sixth　and　mixed　with　human
　　　　　neutrophils〔1×1ぴcells／mい，　and　the　mixture　was
　　　　　incubated　at　37．C　fbr　20　min，　The　cells　were　nxed

　　　　　and　stained　with　PLI　plus　Alexa　Fluor　488－
　　　　　co両ugated　secondaly　antibody．　The　cap一負）rming
　　　　　neutrophils　were　counted　in　five　fields，　A，
　　　　　Comparison　among　RC　and　synthetic　membranes．　B，
　　　　　Comparison　among　RC　and　modified　cellulosic　mem－
　　　　　branes．
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Fig．17　The　ef］宅ct　of　anaphyla七〇xin　inhibitors　on　the　cap一

　　　貴）rmation　of　PSGL－10n　neutrophils　by　the　plasma
　　　treated　with　RC　membrane．
　　　Human　plasma　was　treated　with　pieces　of　RC　mem－
　　　branes　at　37℃fbr　l　hr．　The　recovered　plasma　was

　　　diluted　to　one　sixth　and　mixed　with　hu皿an
　　　neutrophils（1×106　cells／ml），　and　the　mixture　was
　　　incubated　at　37℃fbr　20　min　in　the　presence　or　ab－

　　　sence　of　C3a　antagonist，　SB290157（10μM）or　C5a
　　　antagonist，　W－54011（100　nM）．　The　cells　were　then
　　　f区ed　and　stained　with　PI．1　plus　Alexa　Fluor　488－

　　　co両ugated　secondary　antibody．　The　cap－fbrming
　　　neutrophils　were　counted　in　five　fields．
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Fig．18　Enhancement　of　platelet－neutrophil　microaggregate
　　　fbrmation　by　the　RC　membrane－treated　plasma．
　　　Human　plas嬰a　was　treated　with　pieces　of　RC　mem－
　　　branes　at　37　C　fbr　l　hr．　The　recovered　plasma（1：6　di－

　　　hltion）was　mixed　with　heparinized　blood　and
　　　various　number　of　thrombin－activated　platelets．　The
　　　mixture　was　incubated　at　37℃fbr　20　min，　and
　　　platelet－neutrophils　microaggregates　were　stained
　　　with　phycoerythrin（PE）－conjugated　anti－P－selectin
　　　antibody．　Erythrocytes　were　lysed　with　FACS　lysing
　　　solution，　and　the　cell　suspension　was　subjected　to
　　　now　cytometric　analysis，　Neutrophils　were　gated　fbr
　　　fbrward－scatter　versus　side－scatter　plotting．　The
　　　fluorescence　associated　with　neutrophils　was　meas－
　　　ured．　Data　fbr　10，000　cells　were　collected，

そこで好中球一1血小板複合体形成に対する透析膜処理血

漿の影響を検討した。ヘパリン加血液にトロンビン処理

ψL小板を添加し、さらに透析膜処理血1漿を加え、37℃

で20分インキュベートした後、フローサイトメーター

で複合体形成を測定した。その結果、活性化血小板の割

合が低い場合に好中球一血小板複合体形成が促進される

ことが示された（Fig．18）。この結果よりPSGL1のキャッ

プ形成による好中球一血小板複合体形成促進効果は、血

液透析時のような血小板の活性化が低い場合に特に意味

を持つと考えられた。llft液透析の際の白血1球活性化の指

標としては、Mac－1（αMβ2インテグリン）をはじめ

とする接着分子の発現上昇が繁用されているが、透析膜

処理血漿によるPSGL－1のキャップ形成はMac－1の発現

上昇よりも低濃度の血漿で誘導され、血小板との相互作

用を促進しうることから、血小板活性化を介した白血球

の活性化を評価するためにはより高感度な指標となりう

ると考えられる。

　以上より、血液透析における白血球の活性化は透析膜

と血小板の接触により血小板が活性化し、血小板表面で

のP一セレクチンの発現が誘導され、このP一セレクチンを

介して好中球と複合体形成を形成し、好中球の活性酸素

産生が誘導される。その一方で透析膜と血漿の接触によ

り血漿中の補体の活性化が誘導され、これに伴って生じ

るアナフィラトキシンC5aが好中球表面のPSGL－1のキャッ

プ形成を引き起こし、血小板との複合体形成および好中

球の活性化が促進されることが示された（Fig．19）。こ

のように血液透析の際には血小板と補体の活性化が協調

して好中球の活性化を促進するというメカニズムが考え

られる。血液透析膜の生体適合性についてはこれまで補

体の活性化による白血球活性化が主に注目されてきたが、

今回の結果より血小板の活性化を起点とした白血球の活

性化も考慮するべきであると思われる。

　この血液透析に伴う白血球の活性化は、生体適合性の

高い透析膜を使用することで低減できると思われるが、

血管内皮細胞に匹敵する生体適合性を持った透析膜は未

だ開発されていない。そこで現在用いられている透析膜

の生体適合性を向上させることを目的として、透析膜と

の接触による血液細胞の活性化を抑制する薬剤の探索を

試みている。血液透析は週三回、一生にわたって繰り返

される療法であることから、候補となる薬剤は安全性が

確立されており、コストも低ければなおよい。最近、我々

はこの条件を満たす候補物質としてビタミンEを見出し

た。ビタミンEは透析膜とのインキュベートによる血小

板のP一セレクチン発現誘導を抑制し、好中球からの活性

酸素産生も抑制した。この活性酸素産生抑制効果はビタ

ミンEの活性酸素消去作用と血小板の活性化抑制作用の

両方によるものであると考えられる。今後、このビタミ

ンEの効果についてさらに検討するとともに、新たな薬

剤を検索することにより、長期透析合併症を予防する薬

剤を見出したいと考えている。

最後に

　以上、P一セレクチンとそのリガンドPSGL－1を介した

血液細胞の相互作用に関する研究成果を紹介した。今後

はPSGL－1を介したシグナル伝達経路およびインテグリ

ンなど他の接着分子も含めて、接着分子の細胞表面にお

ける局在変化を介した接着調節機構について明らかにし

たい。また長期透析合併症に限らず、生体防御および炎

症性疾患におけるP一セレクチンーPSGL－1相互作用の関

与を明らかにし、P一セレクチンーPSGL－1相互作用を標
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Fig．19　A　model　fbr　platelet－mediated　activation　of　neutrophil8　during　hemodialysis．

的にした医薬の開発につなげたいと．考えている。
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The　blood　cell　interactions　mediated　by　the　adhesion　molecules，　P－selectin　and　P－selectin　glycoprotein　ligand－1（PSGL－1）

Saotomo　ITOH

Department　of　Toxicology，　Hoshi　University　School　of　Pharmacy　and　Pharmaceutical　Sciences，　Tokyo，　Japan

　　　P－selectin　is　a　member　of　the　selectin　fごmily　of　adhesion　molecules．　This　molecule　is　expressed　on　activated　endothe’

1ial　cells　and　platelets，　and　mediates　adhesion　of　these　cells　to　leukocytes　via　interaction　between　P－selectin　and　a

counter　ligand　on　the　leukocyte　cell　surfごce，　designated　as　P・selectin　glycoprotein　ligand－1（PSGL1）．　The　adhesion　of

these　cells　is　considered　to　be　responsible　Ibr　the　recruitment　of　leukocytes　to　inflammatory　tissues　and　hemorrhagic

sites．　The　ligation　of　P－selectin　and　PSGI．－1　induces　activation　of　leukocytes　including　production　of　reactive　oxygen　spe－

cies　and　cytokines．　The　interaction　is　thus　likely　to　regula七e　leukocyte　f、mctions．　In　this　study，　our　research　group　exam－

ined　the　alteration　of　intracellular　distribution　of　PSGL－1　a庇er　chemokine　stimulation　of　neutrophils　and　its　relevance

to　cellular　fUnctions，　and　also　assessed　the　pathophysiological　significance　of　the　leukocyte－platelet　interaction，　especially

potential　involvement　in　hemodialysis・associated　complications．　The　results　are　summarized　as　fbllows：1）PSGL－1　was

redistributed　to　one　end　of　the　cell　to　fbrm　a　cap－like　structure　in　chemokine－treated　neutrophils．　Several　cell　adhesion

molecules　have　been　reported　to　be　distributed　in　cholesterol－enriched　intramembranous　domain（lipid　microdomain），　and

負1nctions　of　the　adhesion　molecules　are　greatly　af丘cted　by　environmental　membrane　lipids．　The　cap－R）rmation　of　PSGL－1

was　fbund　to　require　fbr　the　integrity　of　lipid　microdomains．2）The　cap－fbrmation　of　PSGL－1　up－regulated　neu七rophil－

platelet　microaggregate　fbrmation　and　neutrophil　activation　induced　by　cross－linking　of　PSGL－1．3）During　hemodialysis，

pla七elets　activated　through　the　interaction　with　hemodialysis　membranes　stimulated　neutrophils　to貴）rm　P－selectin－

mediated　microaggregates．4）Anaphylatoxin　C5a　produced　by　the　contact　of　plasma　with　hemodialysis　membranes　in－

duced　the　cap－fbrmation　of　PSGL－1，　and　enhanced　the　neutrophil－platelet　microaggregate　fbrmation．

　　　These　fhdings　suggest　that　the　P－selectin－PSGL－1　interaction　is　modulated　by　distribution　of　these　adhesion　mole－

cules　on　the　cell　surface，　and　is　involved　in　the　regulation　of　blood　cell　cross－talk　which　is　responsible　fbr　the　pathogene－

sis　of　various　disorders　including　innammatory　and　immunological　processes．
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