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ノド論文では以下の略結そもeJlJした。

bp : base pa i r(s) 

SSA : bovine seru田 albu圃in (ウシ血清アルブミン〉

cAYP: cyclic adenosine 3' .5' 圃onophosphate

cDNA comple血entaryD~A 

CIIO cells : Chinease Hamster Ovary cells 

DMSO : dimethyl sulfoxide 

DTT : dithiothreitol 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid (エチレンヅアミン刊酢酸〉

EoL 1 cells : human eosinophilic cell line 

FCS : fetal calf seru田 (ウシ胎児血清)

f~LP N-formylmethionil leucyl-phenylalanine 

GDPβS guanosine 5・-0・(2-thio)bisphosphate

GM CSF granulocyte macrophage colony stimulating factor 

Gill 白11 guanine nucleotide binding protein 

GTP guanosine 5・-triphosphate

HSSS Hank' s balanced salt solution (ハンクス液〉

HEL cells hu皿anerythroleuke田iacells 

HEPES : 4・(2・hydroxrethrl)・l-piperazineethanesulfonicacid 

HPRI human placenta ribonucrcase inhibitor 

IAP islet activating protcin (百日咳毒素=pertussis toxin) 

lL 5 : interleukin-5 

IP. : D-myo-inositol 1，4，5・trisphosphate (イノシトール3リン般〉

l
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kbp : kilobase pair(s) 

Kd : dissociation constant 

LBP lipopolysaccharide binding pr6tein 

LPS lipopolysaccharide 

LTB. leukotriene B. 

YBS : Yodified Barth's Salinc 

ORF : open reading frame 

PAF platelet-activating factor 

PBS phosphate-buffercd salinc 

PLC phospholipase C 

RIA radioimmunoassay 

SDS : sodium dodecyl sulfate (ドデシルE涜酸ナトリウム〉

S. E.M standard errors of田ean

SSC saline sodiu圃 citratc

TLC thin layer chro回 tography(薄庖クロマトグラフィー〉

TNFαtu皿ornecrosis factor α 
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本研究はヒト白血球PAF受容体の.h'l1j盆および諸性質に関する研究をまとめ

たものであり以下の 2つの内容から織成される。

(1)ヒト血小板活性化因子 (PAF')受容体cDNAのクローニングと発現

PAFは微量で強力な生理活性を持つ脂質オータコイドで、起炎作別および

降fLイ乍mの他、免疫地強作用など多彩な生物活性を持ち、九管支鳩，Q，、エンド

トキシンショック、アナフィラキシーショックなどの病因に関与すると35・えら

れている。

日正に当教室で発現クローニングにより得られたモルモット肺のPAF受谷体

cDNAをプロープとしてヒト白血球 cDNAライブラリーをスクリーニング

し、ヒト白血稼の PAF受容体ホモログを待た。単怒した cDNAから推定さ

れる受容体は34 2 {国のアミノ酸残J~から成り、 G蛋白11f共役塑の受容体スー

パーファミリーに特徴的な 7つの朕1'ti血領携を持っていた。ついで、 invitro 

で合成した;本受容体mRNAを卵母総飽に注入し、高発現させた後、 PAF刺

激に伴うクロライド朕短銃を測定したところ、 ED.o俗は約 lOnM、PAF

受岩手u:指t/c剤であるWEB2086で位l'.!;され、また卵母絢胞内に GDPβS

を微J，ett入することで反応は:E;しく滅弱した。なお、 PAFの不活性犯代謝物

であるリゾ PAF刺激ではやIのk応も認められなかった。さらに、ふ受容体を

C 0 S 7細胞に発現させ、放射性リガンドを用いて総合尖数を行った鉱泉、

[ ~ Iリ WEB2086の総合に対する 1C S 0 li P A F. O. 4土 O. 2 n M; 

Y 24 180. 1. 1土 O. 6nM;CV-6209. 7. 7土 2. 1 n M ; 

WEB2086，13:!:5nMであり漆理学的効果と一致した。 ヒト PAF

受容-f.t.1ま白血球の他、 JL駒 5とGMC S Fで分化させた E0 L 1細胞

(MN是正R性向血病細胞)で多く 9ê~比していることもノーザンプロッティング
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解析で明らかとなった。

以仁の結果を総合すると、ヒ卜臼JlttJ;j(c D N Aライブラリーよりクローン化

した cDNAはPAF受容体をコードすること、また桃i1i:ゃGDPβSの効果

から、本受容体はG1IX白質共役型スーパーファミリーの-Hに泌することが明

らかとなった。

( 2 )エンドトキシン (LP S)による PAF受容体の活性化

エンドトキシン (Lipopolysaccharide:L P S)はグラム陰性的の外肢の主

~~，結成脂質成分であり、血圧降下や多臓~不全等の病態を引き起こすことが知

られている。し PSが細胞に作ilIする際のメカニズムに関しては、血液中に存

.{F.iるLPS絡会蛋白質 (LPSbinding protein : L B P)とし PSとの附で

LPS LBP複合体を形成後、線的細胞(マクロファーヅ、好中球等〉の細胞

限J:に存在する CD14に結合することがわかっている。しかし、 CD14の

滋能については解明されておらず、また、その他の LPS受容体の存在に関し

ても不明であった。ところで、エンドトキシンショックの治療にはPAF捻統

制の投与が効果的であることが幾つかの研究グループによって桜伶されていた。

J主々 はし PSがPAF受容体を111篠活性化している可能性について般討し以下

の織な結果を得た。

ヒトおよびウサギのJtlL小敏、さらにモルモットの好中球を LPSあるいは

しPSの活性総位である Li p i d Aで刺激すると細胞内カルシウムイオン濃

度のよ芥が観察され、また、血小i反1U1たが認められた。これらの反応は種々の

PAFUitえかl存在下では完全に抑制された。さらに、これらの絢飽から調製し

た納胞肢を用いて結合尖験を行った結来、 ['H)PAFのPAF受容体への特

火的結合は LPS存在下で限切された。 PAF受容体を高発税させたアフリカ

ツメガエル卵母細胞はLPSやLi P i d A刺激でカルシウム依イげ主クロライ

ドチャネルの関口に伴う内ruJき股抵抗が検出され、 PAF受容体の活性化が確
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かめられた。 PAF受容体を安定発現させたChinesehamster ovary (C H 0 ) 

細胞を LPSやし ip i d Aで刺激すると滋度依存的に細胞内カルシウムイオ

ン滋j立が上昇した。蒸留l1<i'微J，ttt入した卵母細胞や、ベクターDNAのみを

将人した CHO細胞にはこの織な応芥はdめられなかった。さらに、この

PAF受容体発現細胞の朕両分をmいて結合実験を行った結果、 [IHJ PAF 

のPAF受容体への特災的総合は血小板や好中球践で得られた結果と同様に

LPSの存在で阻害されることが舷かめられた。以上の結果はLPSがPAF

受電字体にu'i接総合しアゴニストとして作用しうることを示した。

'ん、 LPSによるモルモット!!l!をマクロファージにおけるtu冊。rnecrosis 

factor-α(T N F-α) j)在住は PAF受谷体姶抗邦lでは阻告を受けず、この反

応は PAF受容体以外の資自白を介する可能性が示された。

PAF受容体と LP S (エンドトキシン)の交叉反応の生理的窓義は不明だ

が、エンドトキシンショックや血小板凝集反応の一部の病態は LPSが直接

PAF受容体を活性化するという続しい可能性を提唱した。

5・
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~n fIrj sll小板活性化因子 (PA F)とその受容体

P A F (Platelet-activating factor ; l -Q-alkyl-2・acctyl-~n-glycero-3

phosphocholine)は 1972年 IgE感作ウサギ好塩基球より抗原刺激により

飲111され、血小援を活性化する閃子として発見されたい」その後、 1979若手

にI;U品逃が報告されPAFは分チ内にアセチル基を有するアルキルエーテル筏

のホスファチジjレコリンであることが切らかにされた(図 1)ロ・日。 PAF

は好中球、好奇童球、単球、マクロファージなどの血液細胞をはじめ、 ml佼内皮

細胞、脚、野、網膜など広い範聞にわたる細胞、組織で産生される。 PAFの

化合成ルートとしては、貌.(Eまでのところ修復系(ホスホリバーゼA，とアセチ

ル-C 0 A 1ーアルキル・GPCアセチルトラ ンスフエラーゼによる〉と de 

n 0 v 0合成系(コリンホスホトランスフエラーゼによる〉の 2つが提唱され

ている。 PAFlま徴1置で強力な起炎作用および降庄作用を起こす他、さまざま

な生物活性(表 1)を有することが明らかにされている“・ 10)0 P A Fの生理

作川は線的細飽の細胞股上にイ'.f.aする特典的受容体に結合して発裂されれい

I 6)、受若手休に結合した PA FIJ.アセチルヒドロラーゼの作!日を受けてリゾ・

PAFに変わり、その後述やかに 2(なの水酸基にアシルJJj(おもにアラキドン

般〉がみ入されPA Fiiii駆体であるアルキルアシル型コリンリン脂質に変わる

ことが知られている (17-2 Iυ  
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O ? H同2一O 一(ρCH同叩2)μ)

CH 令心CO← C 一H 

I 9 
CH2-f-OCH2C HF(CH3)3 

0・

n=15 l C16・PAF
n=17 l C18・PAF

悩 1. P A Fの構造
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表 1 PAFの示す生物活性 〈文献 22 より〉

1 .納1雌主主じ且旦jt組織を刻激した陛旦D

lf(l小級(凝集、形態変化、政出反応〉

好中球(遊定、活性酸t健在住、凝集〉

好酸球(遊走、血管内皮細胞への援活)

ttt線、マクロファージ(活性民主~.tt~， 凝集、 1 L・I. TNF-αlE生、

グルコース消費完封t)

血~内皮細胞(形態変化、プラスミノーゲンアクティベータ一派生〉

lfift筋細胞(収縮、回勝、気作文〉

ff臓細胞(レニン分lli~且桜〉、学股細胞 (P G E 2合成促進〉

培養神経細胞(神経失起形成促進、ドーパミン放出〉

竹筒細胞 (DN A合成促進、抗微生物障害活性誘導〉

Tリンパ球(マイトーゲン話先分裂、 1 L -2産主主阻怨〉

網朕細胞(電位変動〉

2. ifF流あるいは局所投与したとき主主重量

JULf"f透過性充進(血奴成分、白血球浸出)

肝臓(グリコーゲン分解促進)

姉、気管(気管ilffJ敏位、先進j氏抗階大、白血球遊定、プロスタノイド産

生ii..進、浮肱形成〉

fH~ (糸主主体透過性元進〉、心脈管(不整脈、責主瓜1itflJ:低下〉

分泌総絵(アセチルコリン紙作用)

3.会長盆主

slli、気迫(気管支収紛、 1'7腕形成〉、ロ(粘膜主義死、毛布11瓜Lf"f血流hl低

下〉、小勝(収縮、成凪L~線!Æ)

一一一ー位Lf:、血小板活性化および敏の減少、白血涼数減少、除脈

8・



PAF受容体活性化以降の細胞応守容に関してはさまざまな解析がなされてお

り、刺激抗後に細胞内でP1代謝向転が引き起こされ、細胞内カノレシウムイオ

ン泌l立が t;1i.すること (2.叶日、また、これ・らの情報伝迷にはGi五(1'l'1が関与し

ていることなどが推測されていたは制。しかし、 PAF受容体の機UIに関する

研究、特に1ft白質レベルでの具体的な成来はほとんど待られていなかった。

PAFは脂溶性で、細胞般に対する非特典的結合が潟いため、基本的なリガン

ト総合災験さえ図難~極めることが一閃と考えられる。 我k(まPAF受容体

のtA'巡を知るための手段として遺伝子レベルからアプローチすることを二号え、

アフリカツメガエル卵母細胞発現クローニング法を駆使してモルモット飾の

PAF受容体 cDNAのクローニングを行った。この方法は PI代謝間伝を引

き起こすタイプの受容体 cDNAを蛋白質レベルの紛殺に頼らずに受符体活性

を桁僚にスクリーニングするもので、現.(Eまでセロトニン受容体何円、サブス

タンスK受容体け叫.ヒスタミンH1受容休日町やオキシトシン受容休日的など

多くのまE容体 cDNAがこの方主主Eでクローン化されている。我hがこの方法を

~JTlしたのは PAF 受容体もこれらの受容体と類似の性質、すなわち情報伝達

の過程でPI代謝回転を活性化することに着目したからである。結来的に我身

のグループもこの方法を利用して 1991年、モルモット>>rli白米の cDNA

ライブラリーからモルモット腕PAF受容体 cDNAをクローニングすること

に成功した()1)。 さらに、孜々はこのクローンをプロープとしてヒ卜 rl血球

cDNA ライブラリーからヒト白血~PAF受容体 cDNAのクローニングに

も成功し、.fll;造ならびにn;性質について検討することができた 02.U)。本論文

の第 1;;;:はこのヒト白血球PAF受容体の構造ならびに諸性質について詳細に

まとめたものである。

9 



安~2 節 エンドトキシンショックと PAF受容体

エンドトキシンはグラム絵tl制点iの紛l胞俊の外政にリポ多事:1，(Lipopoly-
saccharide ; L P S)としてU.(F.する。細菌の外股は通常 LPS、外政蛋白質、

リン脂質写から成り、二重朕挑逃を形成しているが、 LPSはこm肢の外侃1)に

幼イEしている。 LPSはO側鎖、コア鎖減およびLi p i d Aの3つのまE分か

ら構成されており(図 2) (H.l. 、その中でも Li p i d A線分は最も活性

に1伝説であると考えられている(凶 3) 日 ι れ '.LipidAは細凶の種類

に関係なくほぼ共通の椛迭をもち、さらに合成Li P i d AがLPSと類似の

~tJ~l活性を持つことからも、この部分が活性の本体であることが強く示唆され

ている。

生体lまし PSによる刺激で泊i然、低血圧症、全身的な血液凝聞や多E容認不全

などを引き起こし、致死的ショックに至る伊lもある (36..3 ・》。マクロファーツは

代来的な LPS標的細胞の一つで、 LPSによる刺激でTN F-α、 Iしー 1、

1 L・6、活性政索、プロスタグランジンE22宇を産生し、他の細胞に軍大な影

穆を及ぼすことが知られている('0・H'。 その他、白血球{ま汚性被索の産生、

i詮ムLや血符内皮細胞への接況などがØìí;~?:!されており (43-" 6)、泊l小仮lまセロトニ

ン政IHや凝集反応を起こすことが匁1られている HLH ¥ しかし、刺激応答する

細胞がどの織なメカニズムでLPSの作mを細胞内に伝えるかはぷだに解明さ

れていない。現在、唯一段唱されている LPS刺激時の情報伝込メカニズムは

し PS が血液中の LPS結合溢れ~~ (LPS-binding protein ; L B P)と総合し

てし PS L B P複合体を形成し、これが細胞膜表面のCD 1 .1に総合すること

によって細胞内に刺激が伝わることである H ト."。しかし、 CD 1 4を持たな

い細胞でも LPSの作用は報告されており($t... $川、CD 1 4がLPSの受容体

であるか否かは結論が出ていない。

10 



06調jft コア領i丘
リピド A

関 2. L P Sの桃造

GlcN :グルコサミン. KDO: 2-ケトー 3ーデオキシオクトン敵. lIep:へプ

トース. Glc:グJレコース. Gal:ガラクトース. Glc~Ac: NーアセチJレグルコ

サミン. Rha:ラムノース. lIan:マンノース. Abe:アペコース. P:リン霞

n-30-40 

。

[::4 3. L i p i d Aの総括主
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松近、各極PAF指抗1flj(WEB2086【....6)，CV 3988(51)、

BN50739(58)、BN 5 2 0 2 1 ('・》 、SR 1 6 3・675(50. 51)to;>)を

ラットに投うするとし PSの的住によるショックが抑制lされるという現象がい

くつかの研究グループより報告されている“目。たとえば Stenzclらは LPS

(7.5μg/kg iv)の投与で致死的なダメージを受けるラットにM設のWEB

2 0 8 6を経口約あるいは経鯵脈的に与えるとショックが抑制されることを確

かめている“"。また、 TerashitaらはCV-3988 (5田g/kg)をラットに投

与することによって LP S (15叫んg iv)注入で引き起こされる也、激な鼠圧降

Fを抑制できると報告している川円。これらの現象は LPSがPA nj'f生を

促すためか、あるし、はし PSがLut妥PAF受容体を活性化するかのいずれかで

品切しうる。クローン化した PAF受容体を用いて特に後者の可能性について

解析した。

12 



イヌi'!l1tr

第 11立 ヒト血小復活性化因子 (PA F)受容体のクローニングと発現

第 1節 材 料 と}jft..

(1)材料 :cDNA合成キットはPharmacia社製のもの、 AZ A P I 1 

cDNAライブラリーキットはStratagene社製のもの、マルチプライマ一合成

キットはAmersham社製のもの、 DNAシークエンシングキットはUSB社裂の

ものをそれぞれ脇入した。アフリカツメガエルlま浜松災験動物教材供給所(稼〉

より購入した。 ドiリ WE B 2 0 8 6 (521. 7 GBq/目的1)はDuPont社製のもの、

[' H) P A F (4. 23 TBq/園田01)およびIP，['H)AssaysystemはAmersham社製のも

のをE詩人した.リコンビナントのマウス 1L -5およびヒト GM C S F は

Genzyme社製のものを購入した。 PA Ft吉銃剣である Y-24180、cv-

620 9、およびWEB2086はそれぞれ吉官製姦(株)、ぷ:国策品(株)、

Boehringer Ingelhci聞社より御供与いただいた。 E0 L -1細胞は国立相筏原

病院、斉藤|事士より御供与いただいた。 OligoTexdT30(Super)、HP R 1 (ヒ

ト胎盤由来リボヌクレアーゼインヒピター〉は宝遜造(抹〉より鱗入した。

RNA cap structure analog は Xe凶 EnglandBiolab社製のものを鱗入した。

T 7 RN A ポリメラーゼはStratagene社製のものを銚入した。

( 2 )ヒト白血球poly(A)-RHの制製・ヒト白血球(>9 09oM中涼)からグ

アニジウムチオシアネート法“"を利用して金RNAを愉Iilした。この会RN

Aからのpoly(A)・RXAの分媛精製はOligoTcxdT30(Super)を用い，添付のプロト

コールに従って行った何4.6 $)。
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(3)ヒト白血球 cDNAライブラリーの作成.粉製したpoly(A)'RNA(約 5

μg)を材料とし、 Pharmacia社製の cDNA合成キットを}lH、てGubler

lIoffmanth (66)でヒト白.ullI:R由来の cDN A'を合成した。合成した cDNAは両

端に EC_9RIアダプター (Pharmacia)を結合後、 Stratagenetl:製の.l.2AP

11 (_Ec_QRlサイト切断済み)ファージベクターに述結した。さらに伺社

のえファージパッケージングキットでファ-:;内にパッケージングし、これを

cDNA ライブラリ ー とした。プラークを形成させる際の感染細胞は~_:S.邑i

XL卜Blucを用いた。作成した cDNAライブラリーは約 2.5xlO'pfu/

μg ( .l. ZAP arm DNA)の力価をぬしていた。

( 4 )ヒト白血球 PAF 受~Hl- cDNAのスクリーニング( 3 )で調製し

たヒト白J1Jl~c D N Aライブラリーからプラークハイブリダイゼーション法で

ヒト白血球PAF受容体 cDNAを'it擁した。プロープはモルモット腕PAF

受容体 cDNAを制限苦手鴬豆1ll~1 で切断して得られるDNA断片(籾訳綴域

内の約 800bp)をマルチプライマーラベリングキットをmいて (a .. P] 

dCTPでラベルしたものをJll~、た。ハイブリダイゼーションは 6xSSC.

5xDenhardt' s solution (0. 1% BSA， O. 1出fリt'ニルt.日IJド'/， 0.1% Ficoll 400). 

0.5% SDS. 400μg/ml熱変性サケ精子DNA. 20μg/ml 

大腸I'QDNA. そして [α _12PJdCTPラベリングプロープ C2x10'cpm/ 

目1)を合んだ溶液中で 55"C、 17 6.HIIJ行い、洗浄は 55"Cの 2xSSC.

O.l%SDS溶液中で 20分間、ゆるやかに援とうする処理を 3例行った。

約 30万クローンの cDNAライブラリーのスクリーニングからスタートし、

2 n d、 3r dスクリーニングを妊て最終的に約1. 8kbpの婦人DNA断

片を持つ 1仰の陽性クローンを得た。このファ ーツクロ ーンをヘルパーファー

ジを川いてプラスミドに変換し (phPAF)、以後の災験に丹H、た。
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( 5 )極基配列の決定;Kilo seQuence Deletion Kit (宝酒造〉を使ってク

ローン化したDNA断片の切断クローンを多符類作製後、アルカリ SDS法で

プラスミドをlii総し、これを.Il.. ;)Å nG ~IJ決定め際の鋳型DNA とした。!1.1)J;配列

の決定はSangerらの方法 t引・8l)に従い、 [α_32 P] d C T PおよびT7

DNA ポリメラーゼ(SeQuenase、ver.2. 0)を用いて行った。

( 6 )アフリカツ メガエル卵母細胞での発現 (6'-1 1) 

(6 -1 )卵母細胞の具製:アフリカツメガエルを約 30分IUli.!<'1'に匂め磁

眠状態にした後、カエルの方または心の下腹部を 7mm程度解剖別ハサミで切

り、版科用精密ピンセットぞ佼ってOlifま細胞を取り出した。 Ys蝕細胞取り出し

後lまド版部の傷口は外科JlH露間後1t'知lでiI.!:いだ。取り出したYllf:j:納飽はMBS

(88mM NaCl， lmM KCl. 2. 4mM NaUCO" O. 3mM Ca(N03)2・4H20，O. 14mM CaC12・4H20，

0.82mK KgSO， ' 7H2~ 10units/ml sodiu田 penici11 in， 10uni tS/1II1 streptom}'cin 

sulfate.15叫 Tris-HCl(pH7.6))の入ったシ十一レ内で房を裂き、 O. 296 

(w/ v)コラゲナーゼを含んだMB S (Ca2・freeとする〉中で 1. 5時間、

信滋で反応させた。 コラゲナーゼ処J1Il後の卵母細胞はMBSで欽開洗浄し、

災体顕微鏡下で精密ピンセットを用いてfollicularcellsを除いた。

follicular cellsを除いた卵ほ細胞はmRNAの微批注入に朋いるまでMBS

'1'、 20"Cの箆温機内で保存した。

(6-2) mRl¥Aの合成 (In、itrotranscription) : ~i!\'! とする cDN

A (約 500ng)を50μlの減l可水(R:iase-free)に溶解し、以下の組成で

れ式集を混合した。
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~jJ{~D N A 5 0μl 

( 5 x)緩衝液 2 0μl 

O. 5M DTT 4μl 

25mMATP 2μl 

25mMUTP 2μ l 

25mM CTP 2μ l 

2. 5mM GTP 2μl 

RSA cap structure analog 1 0μl 

BSA (20mg/ml) lμl 

H P R 1 (100 units/μ1 ) 1μl 

一一一 滅的水 (RNase-free〉 ~ 

T 0 t a I 9 9μl 

これに 1μ1(20units)のT7 R N A ポリメラーゼを加えて 37 "c、 1時間

反応後、 10μlのDN a s e溶液(5units、100unitsのIlPRIを合む)を加えて

さらに 37 "c、 15分間反応した。反応液はフェノ ール/クロロホルム処理で

除蛋白後、上版をエタノールtt澱し-80"Cで保存した。このmRNAは使用

する際、 15.000rpm、10分間、 2"Cの遠心分緩で凶収し、 80% 

エタノールでリンスした後、約 lμg/μlの濃度になるように減薗水Iご熔解

した。

(6-3) mRNAの徴Li:注入:合成したmRNAは卵除細胞への徴読ま主人

前前に 65 "c、 5分間熱処理し、氷中で急冷した。コントロール装置付電磁弁

を{leってガラス微小ピペット内にmRNA総液を吸入後、 Nunclon(60穴〉の各穴

に l側ずつ枚べたOHf辻細胞の動物減似1)に約 50 n IずつmRNA総液を微iic注

入した。 mRNA の微量注入後、 ø~や:t，t{!I ll'ðは 20 "Cの侭i!ut.flll 内で 2-3 日間地
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後した。この閥、培養液 (MB S)は毎日交換した。

(6 -4 )電気生理学的測定(ボルテージクラ ンプ法) O. 5 m Jの容積

のba l hをフロッグリンゲル液(2mMKCl. 115田!INaCl， 1. 8mM CaCI2， O. 1克 BSA.

5m!! HEPES (pH7.4))で灘流し、災体顕微鏡下で卵母細胞をボルテージクランプ

した.クランプ定位はフロッグリンゲル液中でのクロライドのリバーサルポテ

ンシャル(12)以下(通常一 50--80mV)に設定した。 E長電流の仰が安定

化するのを確認した後、 ba l h内iこ30秒間 PAF(lO・IoM_ 1 0 ・M)

を合んだフロッグリンゲル液を流し、その後リガンドを含まないフロッグリン

ゲル液で洗浄した。

(7) COS - 7 細胞での発現 :phPAFを制限稼紫旦~HI および

X，_I}_QIで切断して符られるヒト白血縁PAF受容体 cDNA断片(約 1. 8 

k b p)を動物細胞発現ベクタ-p E U K -C 1 (Clontech社製〉の旦ムmH1

・1土hQ_ 1制限醇索切断部位ヘサブクローニングし、 これを pEUKhPAFと

命名した。 C0 S-7細飽はDulbecco変法Eagle培地(10覧 FCS，O. 6g/1 L-?' M~ :t. 

1. 5g/1炭徽氷栄ナトリワム.100units/ml ，，' :''1I}:t， 100units/ml Aトレ7・村イ仰を含む)中

で 5% C  02存在下、 37 'cで熔接した。 pEUKhPAFはDEAE-dextran法

(13)でCOS・7細胞へ導入した。まずC0 S-7細胞を内径 lOOmmの培養

シャーレ l欽あたり 2x 1 0・細胞倒ずつ後持して 20 時間培養し、 TB S-O 

(0. 14'4 XaCI. 2. 1m!! KCl. O. 1屯γ};nO-A，25凶 TrisHCl (pH7.2))で細胞を

2 (1)]リンス後、 1m JのDEAE-dextran、pEUKhPAF混合溶液(0.5時 DEAE-dext ran， 

10μg/ml pEUKhPAF， TBS-Dに i'f:解)を細胞必商に泌下し 5 分Im~~~!で主主位した。

この処理後、 DEAE-dextran、pEl:KhPAFiU合溶液はアスピレーションで除去し、

c 0 S-7細胞をTB S-Dで2[uj洗浄した。さらにC0 S-7細胞は]0 m Jの

O. 1 mMクロロキンを含むDulbcccow，:法Eagle熔地中で 37'C、 4時間主告発し、
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TB S Dで l阻洗浄後、 Du1 becco~ tt. Eag 1 e培地中で 72時!日)t苦3をした。

(8) COS-7細胞膜の剥製:形1'1~i?供。した C 0 S-7細胞をラパーポリス

マンでかき取り 4"C、1. OOOxg、 10分間の遠心分総で[叫収後、氷中で

冷};fJしておいたHEPES緩衝液 1(25m" HE陀S.10田MMgCl.. 0.25M sucrose. 

pD 7.4)中に懸濁し、ダウンスホモツェナイザーを用いて氷中で細胞を破砕し

た。細胞破砕液は4"C、 80 0 x g、 10分間遠心分緩後、よ7ftを吏に 4"C、

100.000xg 、 1 時間経~心分緩し以;添物を得た。この説;澱物は氷冷し

たHEPES緩衝液 lで 1凶洗伶後、制緩衝液に懸濁して細胞朕両分として以

ドの結合災験に用いた。

(9) Binding Assay::放射性リガンドドH]P A Fあるいは

['H)WEB2086を依ったまJJfT災験はDentらの方法(1刊に従って行った。

5 0μlのHEPES緩衝液 II (25m!i HEPES. 10mV IIgCl.. O. l~ BSA. pH 7.4). 

50μlの放射性リガンド総液 (HEPES緩衝液 11に溶解). 1 0 0μl 

のL:iAの調製版画分(約 50μg蛋白質〉を混合後、 25"C、 90分間インキ

ュベー卜した。反応は冷却した HEPES緩衝液 11を加えることで停止し、

グラスフィルターげhatman社製、 cr/c)で吸引i感過後、フィルターを乾燥して

hkM活性を測定した。非特火.的級lill;はHEPES緩衝液 1I中に過剰の非主主

射性リガンドを加えることで~tll した。

(10) IP.Assay:lP.アッセイシステム (A田ersha田〉を利用し、

添付のプロトコールに従って制定した。

(1 1)蛋白質}Ef.'(: Bradfordらの}j法打"に従って行った。阪市品{ま

BSAをmいた。
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(l2)HEL細胞およびE0 L -1細胞の培養と分化 :HEL細胞 (76・77)

のI台後およびphorbol12-tetradccanoyJ 13・acetatcによる分化誘導はIzumiら

の)j法行引に従った。 E0 L 1 細胞はRPKI1640培地 (GIBCO)(1何 FCS，

0.03% L-r吋ミ'J， 100 units/mlへ.ニシリ'J， 100 uni ts/圃1Aトレ7+~;>イげを合む〉中で、

5 %C  O.存在下、 37"Cで主審議し、分化読導は以下の方法で行った。 5x 

1 0・細胞倒/m)の密度に希釈した E0 L-l細胞に 50 units/聞lのGM-

CSFとO. 5mMの nbutyrateを加えて 2週間培養後、 PBS緩衝液で 1回

抗伶して、 50 units/mlの 1L -5とO. 5 mM  n-butyrate作イE下でさらに

2 0 G，rl口J .ig，設することで分化を雨量~した。 E 0 L -1 細胞の分化の!1n;~:e，ま好自主球

性ぺルオキシダーゼ活性の発現、 Luxol-fast-blueとの反応性、そしてeosino-

philに一般的に見られる巨大な球形主主の出現を指標とした《川・ 10)。

( 1 3)ノーザンプロッティング:2μg のpoly(A)+R~Aを 20%のホルムア

ルデヒドを含むO. 8 %アガロースゲル中で電気泳動後、 Hybond-N-

ナイロンメンブレン (Amersham)へ転写した。 RNAを転写したナイロンメン

ブレンは 80"Cで 2時間、加熱処理後、 [α_32pJ dCTPでラベルした

phPAFのインサート cD N A (約 1.8kbp)と65"Cの温度条件で

1 7時間ハイブリダイズした。このナイロンメンブレンは 65"Cの 2xSSC、

O. 19o5DS中で 20分間、 1x S S C、O. l%SDS中で 20分UlI、

ii後に O. 1 xSSC、 O. l%SDS中で 20 分間洗浄した。 X~フィルム

への斜光はー 70"C、 5日間行った。
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気i2節結泉

(1)ヒト白血球PAF受容体 cDNAのクローニング

モルモッ卜肺PAF受容体 cDNAを制限酵素立旦JL!で消化して得られる

DNA断片(約800bp:PAF受容体翻訳領減の大部分を含む〉をプロー

プとし、約 30万クローンのヒト白血涼 cDNAライブラリーを比較的弱いハ

イブリダイゼーション条件(第 l節(4 )移照〉でスクリーニングすることに

より l例のポツティプクローンを得た。このクローンをプラスミドレスキュー

法で Aフ7ーツからプラスミドに変換し、以降の解析に用いた(以降、このプ

ラスミドを phPAFと祢す)。なお、この得られた cDNAインサートの長

さは約 18 0 0 b pであった。

得られた cDNAの全復基配夢IJおよび予想される PAF受容体の推定アミノ

酸配列を符 4に示す。モルモット飾と同じく 342伺のアミノ酸をコードする

翻ぷ領減が存在し、 1 1 2 b p の 5 ・ -~字書語訳領減および 6 3 9 b pの3・-非

翻沢領域を保持していた。制JHJl減のアミノ酸配列から縫定される蛋白質部分

の分チ況は 39.203であった。ハイドロパシー解析何日の結集からこの蚤

1'1 ~'1には 7 つの疎水位鎖減(それぞれ約 2 2倒のアミノ酸から成る〉が仔症し、

Gifil'.I釘共役型受容体スーパーフ 7 ミリーに特徴的な械造 (12 ・りが見いだされ

た。第 2、第 3細胞外領妓にはss 結合をするであろう 2つのシステイン残廷

が{f.{J:し、 C末法細胞内領域にはパJレミトイルイヒされうるシステインfJ.'J!Cも存

任した(8')。股貫通領域内にはα-h e I i xを進断し、リカ'ンド総合ポケット

を形成することが予想される 5畑のプロリン残基も存在した。安l4政貫通領境

の'1'火官官にはこの受容体ファミリーに特徴的なトリプトファンfJ.)[;も保持・され

ていた。また、細胞質内第3ループおよびC米総細胞内綴減には 5仰のセリン.

6仰のスレオニン残基が存在しこれらがリン酸化されることにより PAFに対
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する脱感作が起こることが予想された(8$-8$)。
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モルモット肺PAF受容体も 342仰のアミノ酸から成ることがl況に報告さ

れているのでは.)ヒト白血球PAF受符体はモルモット型と同鍛のアミノ酸か

ら総成されることになる。両ポ・の締it!比鮫をしたモデルを ~I 5に示す。両者の

アミノ椴配列レベルの相向性は全体で 83%、朕貫通領域だけを比絞すると

9 1 %であった。政貫通告自分の相I，-;Jtiが特においことはこの部分が受容体の機

能にÆ'~であることを示唆している。上述したG蛋白質共役型受容体に特徴的

な銭つかのアミノ駿残基、たとえばs-sま占合を形成するであろう 2つのシステ

インJ.Uli、パJレミトイル化が報告されているシステイン残落、あるいは朕貫通

~jlt~究中のプロリン残基などは品Ij~.の附で全て保存されていた。しかし、モルモ

ットルliの受容体と異なり、ヒト1'1 幼l球却ではN末端細胞外伝iJ或に N~ tJ!1鎖付加

古日仰が合':.{Eせず、このN末端細胞外飯島Rの泌鎖付加は受容体の機能には特に霊

1iーではないことが予想された。なお、気)3 細胞外ループ傾減にも N 主l~t~li鎖付加

fis{.'lがイF在するが、この部俊に関しては両受容体問で保存されていた。
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凶 5. ヒト白血球およびそルモッ卜腕 PAF受容体の桃i立比較

PAF~写体の推定措iきモデルを，Jミす。ヒト白血主主およびそルモット腕受容

仏に共通するアミノ磁波法のみ 1:文字242己で示す。第 2 、安~ 3細胞外領域内の

システインJ.U創立ss み合を形成し、またC末端細胞内領絞のシステイン残迭

はパルミトイル化され阪にくい込んでいると予想される。他の 7[!)]政rril!i型受

料体と比べると緩めてコンパク卜なHlii1:.をしている。
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( 2 )アフリカツメガエル卵伶細胞での発現

クローン化した cDNAがPAF受答体をコードすることを研i:必するための

手段としてアフリカツメカ'エル卵枇細胞発現系を利用した。 Ys母細胞はGllX白

貨の活性化後、ホスホリパーゼCの活性化→ 1P.A1f生→細胞内カルシウムイオ

ン滋m:の tJl.吋カルシウム依ff.性クロライドチャネルの関口という一連の情報

伝iIメカニズムを持っている。従って、もしクローン化した cDNAがPAF

受容体をコードするものであるならば、この cDNAをま帯型として合成した

mRNAを徹也注入することで PAF受容体蛋白質が合成され、卵怜細胞の細

胞以に愉送される。さらにこの受科~の検出は、クロライドチャネルの関口に

{，I'う内II.jき際電流がPAF刺激によって引き起こされることを術保として判断

できるはずである(図 6)。そこでクローン化した PAF受容体 cDNAを

W¥'JとしてInvitroでmRNAを合成してアフリカツメガエル卵母細胞に微量

注入し、 2-3日間、 20"Cで培養後にボルテーツクランプ訟を利用して電気

!tJ'哲学的解析を行っ た。
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t畜;箆3自白

RNA微量i主入

107M PAF 

'1[流の変化一

_ji 
?苫osec 

以I6. アフリカツメガエル卵母紛胞発現系を利用した PAF受年字体

の検出法

:(j'Fにヒト白血球mRNAを微j.Ht入した卵母細胞の股定派〈下ruj;きが内向

き股~;tdIi)を示す。 PAF刺激により朕1l!dIiの変化が見られる。 G:Gm白質、

PLC:ホスホリバーゼC
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関 7に示す採にクローンイヒした cDNAを鋭裂として合成したmRNAを微

liUt入したYsH納胞は 10nMのPAF刺激により 600-900nAの内向

き朕抵抗が観察され、一方、採留J)<.をn入 Lた卵母細胞では何の変化も見られ

なかった。すなわち、 このcDNAがPAF受容体をコードするものであるこ

とが狐;認された。刺激に用いた PAF滋l支と内向き膝電流応答の強広との関係

を閃 8に示す。践電旅応答は PAF滋l立依存的に増加し、 1μMのPAFでほ

ぼ最大筒を示した。 ED $0は約 10 n Mであった。なお、リゾ-PA Fに対して

は1μMの濃度で刺激しても全く般電流応答は得られなかった。

l刈 7に示す様に PAF刺激で引き起こされる細胞応答は刺滋を繰り返すこと

で忽激に小さくなった。完全に指11胞lぶ平年がii'J失するまでPAF刺激を繰り返し

た後でも卵母細胞内に O. 2pmol (50nl)の 1P.を徽i.i:注入すれば

カルシウムイオン依存性クロライドチャネルの関口が起こることから細胞応答

の消火は細胞内カルシウムストア内のカルシウムイオンの給制ではなく受容体

から IP...:芝生に至るいずれかのステップの脱感作であることが予想された。

3稀訴のPAF法抗剤、 WEB2086何軒、 CV・62 09<・1)および

Y 24180<・2)のPAF刺激抑制効来を PAF受容体高発現Ys母細胞の応答

の抑制を街僚に調べた結果を凶 9に示す。 10nMのPAF刺激で引き起こさ

れる創U!l'.j!応答に対する限町効果は WEB2086、CV-6209、Y-2 4 

1 8 0 (1 0 n M)でそれぞれ約 82玄 129i)，約 70土 16%必よび

約89之4% (平均土S.E. M.， n -5 )であった。
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Lyso・PAF PAF PAF PAF PAF IP3 

eL 

i瓦I7 アフリカツメガエル卵付細胞発現系における PAF車IJ散に伴う

以flI流応答とその脱感作

P AF'受容体mRNA (約 10 n g)を微1e:注入し、 20"Cで 2[1間指益ーし

た卵付細胞を用いた。反応、は細胞股定位をー 60 mVIこ固定した条件下で記録

したo .y. 11，)きのシグナルが内向き朕t託統の変化を示す。

Jtlいた~1fIJの誌はそれぞれPAF(lOnM) 、リゾ-PAF (1 0nM) 、

IPs(O.2pmol)である。
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100 

。

(JF)ωωcoaωω
江

-6 -7 -8 

しog[Drug] (M) 

-9 -10 -11 

アフリカツメガエル卵ほ細胞における PAFに対する応答

1μMのPAF刺激で誘導される阪電話t応答の平均(平均 900nA、

n = 6)を 10 09oとした。その他の涜皮における各点〈・〉と縦併はそれぞ

れ平均とS.E. M.を示す<n = 5)。リゾゎPA F <.)は 1μMの滋皮において

も~<反応はなかった。

の汲皮依存性
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似'J 9. P A F指抗斉IJによる PAF刺激に伴う股m流応答の抑制

PAF倍抗1llJ存在または非存在下での PAF受容体発現卵母細胞のPAF草IJ

歯止に n・う飯1E疏応答を示す。fW々の卵[íì細胞は測定前に総統~Jを合むMBS 熔

液中に 5分!日!放置2した。なお、制定の際の液疏液ならびにリガンド液中にも第

!1C1llJを加えた。横線はPAF刺激(10 n M)の時簡を示す。

a : tt.1.え斉IJ非存在，b:WEB2086 (lOnM)， c:CV-6209 

(10nM)， d:Y-24180 (10nM) 



GDPβSはGTPに比べてGlli 1'11'1に対する緩和性が数十倍tfSく、 GTP

と低換しにくいため代表的な G護 ~lPlの不沼化如l として使用されているけ判。

これを卵母細胞へ微公注入すれば卵伶細胞内でのG蛋白質を介した情報伝;述を

が~*的に抑制できるという報告もあるけり。そこで PAF受容体の活性化以降

のM報伝道系lこG蛋白質が関与しているかどうかを確認するために PAF受容

体を向発現させた卵母細胞にGDPβSを微震注入してその影響を調べた。

関 10に示す織にボルテーヅクランプt.aによる測定の前に 500pmolの

GDPβSをos母細胞に徴J'i1:注入することにより PAF刺激による細胞応答が

若しく減剥した。この実験での PAF刺激の際の内向きクロライド絞抵抗の備

はコントロールとして GDPβS の代わりに終留水を~公注入した卵枇約胞が

650i"50nAであったのに対し、 GDPβSの場合は 230i50nAで

あった<Sf・均土S.E. M.. n = 1 0)。なお、 GDPβSを微1在住人したos母細

胞においても IP，を O. 2pmo 1 注入することでコントロールと間程度の細

胞応答が得られたことから、この結果はGDPβSの注入による卵母細胞の非

特異的傷宮ではないことが硲留できた。これらの絵泉から、卵母細胞において

はクローン化した PAF受容体を介する細胞内情報伝達にはG蛍肉質が関与し

ていることが示唆された。 sB咳ぷぷ(1 A P、PT)はYs母細胞以を通過し

ないため、このG蛋白質がし、ずれのfo1i:JJiかを同定することはできなかった。

なお、 GDPβS による抑制メカニズムについては、蜜白質合成のm~lr-も否定

でき君、これは今後の課題である。

31 

¥ 



PAF 

tf/γ7γ 
~L 
~ 2 min 

1000 

{
4
C
)
 

n
u
 

nu 
RJV 

由
凶

c
o
a帥
由
江

1: 

。
Cαltrd GDPsS 

関 10. GDPβS をYP~ì細胞に微fJ:注入した場合の PAF 刺激

細胞応答に及ぼす効泉

測定の約 12時間前、 PAF受年字体mRNAを微詰注入した卵白t細胞に

500pmolのGDPβSを注入し、これらの卵母細胞はボルテージクラン

プ条例下でPAF刺激の際の反応(内向き限定統〉を測定した。なおコントロ

ールはGDPβSの代わりに議'illJ)<を注入した。上図は代永的な反応のトレー

スを示し、下閣は内向き駁完封Lの測定伎の平均をまとめたものを示す。

JfH、fこ発filJの濃度は PAF(l 0 nM)、IP，(O.2pmol)である。

.Significant difference (p<O.OI. Student・st test) 
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(3) COS-7細胞での発現

クローンイヒしたヒト白Jfil球 PAF受符<<;の薬理学的訪性質を調べることを目

的とし、 PAF受容体の動物細胞発貌系を作製した。動物細胞内発税ベクタ一、

pEUK ClにPAF受容体 cDNAをサブクローニングし、これをアフリカ

ミドリザルft臓由来の培養細胞 (COS-7細胞〉へDEAE-dextran後で一過性に

導入してC0 S 7細胞でヒト白血球PAF受君主体を高発茨させた.この形質転

換細胞を利用した業理学的災験結果を以下に示す。

ヒト(1血球PAF受容体を導入し、約 72時間の培養でお発現させた COS

7 絢l胞の股凶分を用い、各積1IJ.M~J:リガンドを用いて行った結合災験の結果を

肉 11に示す。まず [3H]PAFに対して調べた結泉、 K.およびBIIUXは

J.3土0.3nMおよび 9.2:t0.3pmol/mg proteinであった(図 11 a)。

図 11 aに示す巡り ['HJPAFは股への非特異的結合が非常に向く (70 

-80 % ) 、過~発現させた細胞の股t!ij分を用いても薬理学的な災訟を行うに

は不通切と判断し、 PAF箔筑~Jである ['H]WEB2086 を周いて同様の

解析を行った。図 11 bに示す織にこの化合物に対する K.およびB."1lは

9. 1 :t 2. 8 nMおよび 25.3:t 6.3 pmol/mg proteinであった。 ['H]WEB

2 0 8 6のK.11創立ヒト好中球般をmいた結合災験結果として報告Fされている値

(18.9埜 0.6n~)(g 引とほぼ一致した。なお、ベクタープラスミド (pEUK -

C 1 )のみを導入したC0 S 7細胞の股には ['H]WEB2086の特典的

お合伝性は全く検出されなかった。
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似I1 1. ヒト自邸球PAF受容体 cDNAで形質転換した cos・7細胞

朕への [3H)PAF' (a)および ['H)WEB2086(b) 

の特異的結合

['H) PAF'および [3H)¥¥'EB2086の浪度ー結合曲線とScatchard

p!ot(inset)を示す。 0、・ は特異的総合、 .，ま非特異的総合をムし、各点{ま

dupl icateの平均を示す。これらの結果はそれぞれ独立した 3闘の災験の内の

1つである。
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ついで、 10nMの ['H)WEB2086の特異的結合に対する PAFおよ

び純hのPAF鎗抗斉IJの阻怨効果を品べた結来、PAF>Y"24180>

CV 6209> WEB2086 のJ~iに組・3効果が強く、各々の J C &0は

PAF， O. 4土 O. 2nM; Y 24180， 1. 1:t0. 6nM; CV 

6209， 7. 7:t2. lnM; WEB2086， 13:t5nMであった。

この益はそれぞれの阻害茶の強さを反映すると考えられた(図 12)。
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依112. lOnMのドH)WEB2086の結合に対する各純潔斉IJの

阻害効泉

f量hのIII皮の PA F' (・)、 Y-2 4 1 8 0 (0)、CV-6209 (・〉、

wεB2086 (口〉が 10 n Mの ['H)WEB2086 の結合を飽~l)する効

果について調べた。結泉は限'，tmlのない条件下での特異的結合を 100%とし

て司ねしている。ここに示す結果は 3fi'Jの独立した実験の内の 1つである。
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(4) PAF受容体活性化に伴う JP s111生

細胞や組織をPAFで刺激すると PJ代謝回転が活性化されることがほに鎚

つかのグループから報告されているが tH-H¥ 笑際、クローン化した PAF受

容体の活性化が結果的に細胞内でのP1代謝回転を引き起こし、 1P d)~fÉ生さ

れることを以下の実験でitかめた。ヒト白血琢PAF受容体を高発現させた

C 0 S 7細胞を lOOnMのPAFで刺激すると細胞内 1P s~m:は 15-

3 0秒後に500-800pmol/l0'細股個まで上昇し、さらに、この浪m:1ま時間と共

に念、速に低下していくのがtJl務された(肉 13)。ネガティブコントロールと

してプラスミドベクター (pEUK C1)のみを湾入したC0 S 7細胞で同

級の測定を行ったが顕著な 1P sのYU!:.はみられなかった(50-100pmol/lO'紛胞

倒)。また、アフリカツメガエル卵伶細胞においても PAF刺激 (10 0 n M) 

にfl¥う細胞内 1P.iE生を定iJ:したが、日込留水を微量注入したgp怜細胞では会く

1 P.民生が~められなかったのに1・1 し、ヒト白血~PAF受容体を高発現させ

たgp母細胞ではPAF刺激に伴い16-18pmol/20oocytesの 1P.のm生がIli~

された。これらの結果から、クローン化した PAF受容体はリガンド刺激で活

性化されると結果的に細胞内でP1代謝閲転を引き起こし、 JP.を1lf生するこ

とがぶ唆された。高波度で 1P.窓生が抑制されるメカニズムは不明である。
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ヒト白血球PAF受容体 cDNAで形質転換したC0 S-7細胞1 3. V<I 

でのPAF刺滋に伴う IP .{L!;主

1 00 n M ヒト PAF受容体 cDNAをl;9入した C0 S -7細胞を 10 n M， 

および IμMのPAFで料激した際の細胞内 1P 3滋度の経時的変化を IP.ア

ッセイキットを用いて測定した。コントロ ー・ルはベクタープラスミドのみを導
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(5) PAF受容体mRNAの発現

ヒ卜 l'IJfIL:ER(> 9 0 %好中涼〉、好機:ER倣の法主主細胞 (EoL-l細胞〉およ

び血小似性の法益細胞 (HE L細胞)についてノーザンプロッティング法で

PAF受容体mRNAの発現を調べた。約1. 8kbpのヒト肉血球PAF受

容体 cDNAをプロープとして白血球からlr.縁、精製したpoly(A)'RNAを調べた

ゐ来、 PAF受容体mRNAと考えられる約 3.8kbpのバンドが後出され

た(凶 14 lane 1)oEoL 1細胞に関しては未分化の状態では低レ

ベルの発現iitしか検出できなかったが、 nbutyrate存在下、 1 L 5とGM‘

CSFで灯敵球協;の綿胞へと分化治導することによりかなり強力に転写が活性

化されることがわかった〈閃 14 lane 2、 3)。なおHEL納胞は

TPA刺激で分化誘導させても PAF受容体焚漢の転写レベルでの活性化は見

られなかった(図 14 lane 4、5)。
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1 2 3 4 5 

PAP receptor 圃圃.

- 28S 

骨四18S

Lane 

1 Leu)tocytes 
2 Eol Cells (differentiated) 
3 Eol Cells (undifferentiated) 
4 HEL Cells (differentiated) 

5 HEL Cells (undifferentiated) 

以I1.1. ヒ卜白血球 P t\ F~~・容体mRNA のノーサ.ンプロット解析

以ドに~す細胞から潟裂したpo1 r(.¥)' R¥.¥をそれぞれ 2μgずつ解折に別いた。

1 a n e 1、ヒト白血球 r>90 %好中球);lane2、分化 E0 L -1 

お11胞 1a n e 3、未分化E0 L -1細胞;1 a n e ;]、分化1IE L細胞.

I a n c 5、ぷ分イtHE L細胞。矢印は主な転写産物を示す。ヒト JRNAs

(J 8 S、 28 S) をマーカーとしてJfI~、た。
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~3節第L!まの考察

ノドtEはヒト h血球PAF受容体 cDNAめクローニングおよび品性質につい

てまとめたものである。同受容体{ま 34 2 例のアミノ厳から成り、 ~1~定分子i立

は39.203、薬理学的諸性質は従米報告されている PAF受容体の性質と

よく 一致していた。ヒト型PAF受容体遺伝子のクローニングは主主hの発表以

後、最近に至るまで他の銭つかのグループによっても報告されてきている。

それらは I~.般に用いたライブラリーの白米こそ異なるが (H L・60細胞 cDN

Aライブラリー 刊判、 U9 3 7細胞 cDNAライブラリ_(100)、ゲノムライブ

ラリー (10けての、翻訳領域lれ、ずれも1"')ーの)1i伝子配列のものであった。その

中で、 Yeらは松近、市販され始めたヒト総括別mRNAトランスファーメンブ

レン(ノーザン解析用〉を用いて組総別の発現.ni:を調べているが、給処lまモル

モットでの発現パターンとほぼ同紙、跡、 E判事、?JRなどでrE発現が~められ

ていた (..。

ヒト白血球PAF受容体とモルモット飾PAF受容体との相向性はアミノ滋

配列レベルで会体で 83%であった。初J定員11の相向性については他の受容体、

たとえば β ドアドレナリン受容体 (102)、β2 アドレナリン受容体 (1・$>、 D2-

ドーパミン受容体 (104)やムスカリンMI-M5受容体 (1。幻などでも成論され

ているが、これらはいずれも稀ゑ聞で 90-95%程度の相向性か~、たれてお

り、これらの治会と比較すると今何の種差問の相同伎は低い数値とおえる。~

J1Il ~r:的*験結果から PAF受容体はサブタイプの存在が予測されているものの

m..aのところ単語!Uまされていない。

モルモット肺 PAF 受容体と~なりクローン化したヒト白血球 PAF 受容体

にはN本総倶11細胞外領域に N -総合~t1i鎖付加郎位が存在しなかった。 N -結合

1初期fh鎖付加都位lま G 蛋白質~tl{~~受容体の代淡的な特徴として認;哉されている

が、 β2 アドレナリン受容体を材料としたエンドグリコシダーゼによる粉鎖切
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断~験からこの部位に N-給-合型ぬ fJlが付J10することは受容体の機能において本

質的なことではないという結泉も得られている(， 06)。ヒ卜白血球PAF受容体

の N -lミ ~;~~!IIH'!!!外領域に N-結合型側鎖イ・t))[1郎伎が存在しないことからモルモット

帥PAF受容体のN末端領域に付加したN司結合型結鎖は受容体の機能には特に

ill'r.!ではないことが予想された。なお、ヒト白血球 PAF受容体と同線、 N~

銑仰i細胞外領岐にN-結合型車h鎖付加邸位が存在しない受容体としてはアデノシ

ン受容体 (A1 ('.7)およびA2 ('01)タイプ〉が知られている。

最近、我々のグループはヒト白血球 PAF受容体 cDNAをプロープとして

ヒ卜ゲノムライブラリーよりヒト P，¥ F受容体ゲノム遺伝子を単線することに

成功したは削。これにより、プライマー伸長法による解析やクローン化 cDN

Aとの比較からヒ卜白血球PAF受符{.j..遺伝チには翻訳鋭校内イントロンは存

復しないものの 5・非翻沢領域内に"きなイントロン(lOkbp以上〉が存

住し、また転写開始部位も 2fiJMHEすることが明かにされた。 2つの転写開

始邸{tIの上流にはそれぞれ独立したプロモーターの存在が予恕され、組織や細

胞により機能するプロモーターが異なることが示唆された (st・2・"0 RT-

PCR解析などの結果から両プロモーターの転写活性の強さにはかなり注があ

り、細胞はこのプロモーターを使い分けることにより PAF受容体のぬ現読を

コントロールしているのかもしれない。

自JITLLRi詮£関子に対する受容仏 cDNAはPAF以外にも fMLP(".'

"')， C5a('け.， 13)、 JL 8 (高鋭利位 (114'、低親和性 (1J.)の2H!)に

tH~的なものが血球系の細胞からクローニングされており、いずれも G資自質

共役市で7同腹貫通受容体ということが切らかにされている。 PAF受年Hl-を

介するll1報伝iL(ま、これらの受祭休と比絞すると受容体活性化に{:j'，い細胞内カ

ルシウムイオン滋皮が上昇するという点は共通するものの、卵付細胞内での発

却をi七校した助合、次の棋な災なった特徴を持・つ。第 2節(2 )でぷした徐に

cRNAの微i立法人によりお発現させた PAF受容体は卵母細胞が保持する1古
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」一

綴伝ii系 (G蛍白質等)と効滋よくカップリングすることができるが、一方、

fMLP受容体やC5a受容体は受容体のみの単独発現では卵R凶H胞内でリガ

ンド刺激に伴う悩報伝途をすることができず、たとえば、米分化HL 60細胞

白米のmRNAを同時に微盆注入した時のみ細胞内に情報を伝込することがで

きるという尖験結果が報告されている (11・.I 11)。この逃いは PAF受容体が

fMLP受容体やC5a受容体とは共役する G蛋白質やPLCが'J4なることを

f:'J.!させる。実際、好中球を用いた災験で PAF受容体は IAP非感受性の

G 主任(-1質に、一方、 C5 aや fMLP受容体は IAP感受性のG蛍内自に共役

しているというデータも報告されている (11 S・11的。 PAFが血球系細胞や平滑

筋で~燃にどの G蚤肉質に共役しているかは今後の雲I!題である。
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第2..-;;' エンドトキシン (LP S)による PAF受容体の活性化

第 1flIj 材料と方法

(1)椋料:_h三金li.0127:B8徐白米の LPS はSigma宇土およびDifco~上より、

また、 E.co lj_. 0 111 : B4徐白米の LP S IまDifcot土より鰐入した。合成 1i P i d 

A は第一化学薬品〈徐〉より購入したo ('2&IJPAF ラジオイムノアッセ

イキットおよびドH]L T B • (6.438 TBQ/mmol)IまDuPont社より購入した。

Fura-2/AMは Dojin社より購入した。 PAF総統~Jである TCV 609は武自

主g~~1 じ業(妹〉から御供与いただいた。

( 2 )ヒトおよびウサギ泊1IJ、仮の潟製:ヒトあるいはウサギの末梢血を採血

し、 1/9容量の 3. 896 (w/v)のクエン酸三ナトリウム溶液を混合した。

300 x g、 15分間の遠心分絞で PR P (platelet-rich p1as圃a)両分を得た。

血小板はPRP画分を 1.500xg、 15分間違心分殺することで沈澱とし

て得ることができ、これをHEPES/Trrodc緩衝液(140mM NaCl. 2.7mM KCl. 

12m!! NaHCO~. l49mM掘gC12. 0.37mM NaH2PO" 5.6mM glucose. 2SmM HEPES， 

pll 7.4)に浮遊させて血小緩浮逃液とした。

( 3 )血小仮の凝集測定 凪lIJ、仮のill:!!.!測定はBornらの方法(12・1に従って

3 7 "c、 30 0 r p mで涜はんしながら、 CAF-l00蛍光光度計(JASCO.

lnc. )を平IJffl して行った。各締 PAF総統~Jが血小板凝集反応に及ぼす効果の5定

数はこれらを血小板浮遊液に加えて 5分1mプレインキュベートした後に刺激閃

子を添加することで調べた。

( Ij )細胞内カルシウムイオン滋広の測定 (121) 鋼製した細胞〈血小仮、
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安f中湾、 CHO細胞等)をlIEPES/Tyrodc緩衝液に浮遊させ(lxl07細胞倒

/m  1)、終滋皮3μMのF'ura-2/AMを}Jnえて妥滋(約 15 'C)で遮光して放

置した。 1. 5時附後、細胞をIIEPES/Tyrode緩衝液で 2回洗浄して紛lJJ'c!I.外にあ

るF'ura-2/AMを除いた後、 1x 1 0 ・紛l胞例/m1の密度になるようにIIEPES/

Tyrode緩衝液中に浮遊させた。測定はCAF 100を用いて行った。ぷ験管に

50 0μiの細胞浮遊液を入れて装置に入れ (37'C、1000rplII)、マイクロシ

リンヅで終滋度 lmMになるように Ca C I 2を加えた後、リガンド頒(5μI ) 

をtt入して反応を測定した。各担PAF鈷抗斉1Jによる阻害効泉はマイクロシリ

ンジで PAF賠抗1i1Jを細胞浮逸話k内に注入し、 5分間プレインキュペー卜した

後、リガンド刺激に対する反応を測定することで調べた。 測定は 340nm

と380nmで励起し、 510nmの蛍光を測定して 340/380比をモニ

ターした。遊離カルシウムイオン~&の計算は以下の式に従った (1 22)。

[C a 2.) ，=K. [ (F-F・，.)/ (Fa..-F)) 

K. C aわの結合終縫)E欽(F'ura-2の場合は 224n M) 

F 5 1 0 n mの鐙光倣

F m.. : 5 1 0 n mの蛍光他の赦大俗(lmMCaCl2イ'J..e:.下で

O. 1 % Triton X-100を加えて細胞肢を破峻した際の航)

F鶴 川 5 1 0 n mの蛍;先制の主主小依 (5mM EDTAを加え、

カルシウムイオンをギレートした際の館)

( 5 )モルモット好中球およびa!(酔マクロフ 7-:;の調裂いU.けり:

一晩給食させたモルモット (ハートレー系、メス、体霊 35 0 g程広)の政

院内に約 35011の2%(w/v)カゼイン溶液を注入し、一晩〈約 18時間〉

給過後、阪自宅内に約 50mlの生卸食l.1.{;)<を注入し、この液をシリンジでいl収

することにより腹腔内に泣測してきた好中球を採集した。採集したM'IJJ:Rは生
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JlIt食.lj，;7}<で2回洗浄後、 8EPES/Tyrode緩衝液中に浮遊させ好中球浮滋被とした。

モルモット l匹あたり約 2x 1 0 a細胞仰の好中球が得られた。モルモットの政

勝;マクロフ 7ージは 15m)のパラフィン会モルモッ ト腹腔内に注入し、 3日

後にまf中球の湯合と問様の方法で回収後、 lO%FCSを含むRP削 16401宮地中

に将滋させて腹腔マクロファージ調製液とした。

(6) PAF受容体cDNAのCHO細胞への導入;モルモットR市PAF

受容体 cDNAの会長を動物細胞内発貌ベクターである pRc/CMV

(Invitro肝心へサブクローニングし、形1'I転換mプラスミドとした。このプラ

スミドを CHO・K1細胞へ電気穿孔法(紛也容i.i:O.45μF.電圧:25mV)で導入し、

ネオマイシン耐性を指標として形質転換体を選抜して、PAF受容体 cDr;A

が染色体中に組み込まれPAF受容体を必発唆する形質転後細胞を作製した

(CIIO(gpPAFR)細胞と命名した〉。

(7) CHO細胞からの金脂質の他出およびPAFを含む函分の分総:

Sugiuraらの方法 (12引に従って行った。 4x 1 06細胞個/培養JDl(内径

1 0 c m)の密度になるまで培養したCHO(gpPAFR)細胞をラパーポリスマンで

かき取り(培養血130枚分〉、 800xg.5分間の遠心分離で細胞を:u!め、

HEPES-Tyrode緩衝液で l回洗浄後、 30m)の同緩衝液に浮遊させた (4x 

1 0'細胞側/m))。この細胞浮遊泳を 1m )づっ 15m)試験符へ分注して

3 7 "c、 5分間プレインキュベートし、細胞刺激物質を各試験管に加えて設定

時間インキュベート後、反応液に 3m)のクロロホルム/メタノール (1:2 . 

¥'/v)前年波を混ぜ反応を停止した。以 F、81igh " Dyer法 (t2')に従い細胞から

脂質をfd)出した。酢酸60μ ) .クロロホルム 1m)、蒸留水 O. 8 m )を

それぞれのバ験管に加え 5分間綴とうし、 2，500xg、 5分間の逃心分総

後、 ドIi';のクロロホルム庖を取り、 Nzガスにて乾固させた。この操作は 2凶
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行い、妓終的に稔図させた各試験管の試料は 50μiのクロロホルムに終解し

た。続いてシリカゲル務賠クロマトグラフィー(展開溶媒は何日本川:け/ール:7}<-

65:35:6. v/v/v. Kieselgel 60、Mcrck)を行い標準品を呂安として PAF国分を

かき取り、シリカゲルから81igh & Dyer法により脂質を納出しPAF合イf拭料

としてJlH、た。

(8) PAFの定量[J%勺)P A Fラヅオイムノアッセイキット(Du 

Pont)を利用し添付のマニュアルに従って行った。

( 9 )モルモット好中主主の逃走~þ.試験(Boyden法) (127・12削:961'¥.定化チャ

ンパー(Ncuro Probe)を利用し測定を行った。すなわち、 HBSS緩衝i!klこ熔解

した必イヒ性肉子の溶液約 30μi をチャンパーの下庖の凹み(下室〉に満たし、

次いで孔後3μm、厚さ約 10μmのポリカーポネート製メンプランフィルタ

ー(XeuroProbe)、およびシリコン製ガスケットを装着した。そしてトッププレ

ートを取り付け、各凹み(上安)に好中涼浮遊液を 250μI (2 x 1 0・細胞

悩/m1)ずつ加え、 37'C、 59oC02の条件下で 1時間インキュベートした。

インキュベーション終了後、メンプランフィルター上の逃走細胞をディフ ・

クイック〈鑑}JIJffl血液染色波、国際拭泌)で染色し、プレー トリーダーによる

吸光J.ll:測定 (A.OOnm)、および光学級微鏡を用いて遊走好中球数の測定を行っ

(lO)TNF-αの定詰:24穴プレートの各穴にモルモットの版腔マクロ

ファージ浮滋液を加え、 5% C 02 {f.(E fで37'Cに 2時間放ほして腹腔マクロ

ファージを付~'1させた後、米付近の細胞を除去し、 O. 5 m IのHBSS緩衝

汲でH，i'iJlilH空マクロフ 7ーヅを lilll洗冷した。刺激因子を含んだRPMI1640}告地

を1rn Iずつ各穴に加え、 5% C 02存在下、 37'Cで 18時制インキュベーシ



ョン後、 I二滑に存在する TN F-α を定なした。 TN F-α の定法はNedwinらの

万法('30)に従って行った。 L929fibroblast細胞を約 5x 1 O'細胞側/mlの

密度で 10%FCSを含むRPMI1640.i1'i!ll!にrf.遊させ、この細胞汲 O. 1 m 1と

lμg/mlのアクチノマイシンDを96穴のflatbottomプレートの各穴に入

れた。これらの細胞を 5%C  O.存在下で37"C、 2時間放置後、目的の試料を

O. 1 m 1ずつ各穴に加え、さらに 18時間インキュベーションした. 各穴

をゆるやかに洗浄して死細胞を除き、 5096エタノール、 596ホルマリン、

O. 0596クリスタルバイオレ γ 卜を合む溶液で 10分間E染色した。

この際、余分な染色液は7)<で洗冷することで除いた。 染色した各穴を乾燥後、

O. 1 m 1 の 50%エタノールで色必をflU 出し、各々の色ÿ，~他出液の 595

nmにおける吸光を測定した。なお、 50%のし 929細胞を死滅させるのに

必1<なTN F-α の訟を 1 u n i tと定義した。

第 2節結 果

(1) LPS刺激による血小仮内カルシウムイオン滋皮の上昇と

PAF措抗剤による抑制

ヒト血小仮を Li p i d Aで刺激すると細胞内カルシウムイオン滋皮が上昇

することが赦近報告されたか 1川、この現象に PAF受容体が関与しているか

どうかを調べるために以下のはな災験を行った。ウサギヨド純血から悶製した

血IJ、仮にFura-2/Allを封入し、まずPAド、 LPSおよびし ip i d Aで利激

した際に細胞内カルシウムイオンが上昇・することを確認した。凶 15に示す

紋にウサギ血小板を PAF(lOnM)で刺激すると直後に急激な紡i胞内カル

シウムイオン浪度のよ舛(約 200 n Mの上好〉が見られ、LPS(50μg

/m  1)およびLipidA(2μM)の刺激でも瞬時に約 50nMの細胞内
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カルシウムイオン滋皮の上昇が~:.æできた。ところで、これらの反応はリガン

ド刺激仰に PAF結筑斉IJである Y24180(1μM)で 5，分間処理すること

により完会に抑制されることから〈凶 15') L P SおよびLi P i d A刺激

で議将されるカルシウムレスポンスには PAF受容体が関与している可能性が

予怨された。悶織の笑量生結果はヒト血小仮を材料にして測定した場合にも得ら

れ(~ 1 6)、LPSおよびLi p i d A刺激による細胞内カルシウムイオ

ン応答へのPAF受容体の関与は、 t童話の制限なく血小板に共通して見られる

m設であることが予想された。
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1 5. ウサギ血小板におけるカルシウムイオン濃度のよ91.とPAF凶

f吉抗剤の効果

Fura 2/A~を封入したウサギ血小反を PAF (1 OnN1)、 LP S (E. col i 

A (2μM)で刺激した際の紹5 0μg/m 1)およびLipid0127:88、

飽内カルシウムイオン滋皮の変動を示す。

PAF払抗斉IJである Y-24180(lμM)はリガンド刺滋5分IIIjに加えた。
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凶 16. ヒト血小板におけるカルシウムイオン濃度の上昇と PAF

結抗1fIJの効果

ヒト血小板(1x 1 0・細胞rj/mI )を用い、図 15と防総の尖験を行った。
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(2) LPS刺激によるモルモット好中球内カルシウムイオン滋皮のム!t?と

PAF踏抗亦lによる抑制

マクロフ 7ージや血小板に関しては LPSや Li p i d A の刺激によっ

て細胞内カルシウムイオン濃度が録時に.1二持することが報告されておりい.1. 

l S 2)、uif述の採に本研究においてもウサギおよびヒト血小板でこの現象が磁忽

できた。この節ではさらに好中球においても同級の現象が起こるものかどうか

を検討し、 LPS刺激応答における PAF受容体の関与についても検討してみ

た。 モルモットのJl!U空から泌製したHrl'~Rに Fura-2/AMを封入し、 CAF

100をJHいて血小板と悶様、 PAF、LPSおよび Li p i d Aで刺激し

た際の細胞内カルシウムイオン滋l立の lニ舛を調べた。図 17に示す織に PAF

刺激が滋皮依存的に細胞内カルシウムイオン襟度を上昇させるのと伝j織に.

LPSおよびLi P i d A を投与した場合にも滋度依存的に締飽内カルシウ

ムイオン溢皮の上昇が観察された。この場合の EDsoの他はPAF、LPS、

L i p i d Aに対してそれぞれ約 2. 5 n M、約1. 8μg/ml、約 45 0 

nMであった。また、これらの細胞内カルシウムイオン応答はPAF総抗知lで

ある Y 24180、TC V 309 (， U) あるいは WEB2086 でJ)~ 仰に

5分Ilfl処l1Ilすることによって波皮依仔的に抑制され、この場合の結抗斉1)混lJ..aに

依仔した細胞応答の減少変化は PAFに対する反応が抑制される場合のパター

ンとほぼー殺した〈図 18)。なお、各団 PAF措銃剣による処理lまLT B， 

(10 n M)刺激に伴う怨胞内カルシウムイオン応答(約 150 n Mのカルシ

ウムイオン波及の上昇)には会く員長畿を及ぼさないことから PA Ff古抗野IJが.匂

胞に非特典的な傷容を与えているわけではないと判断した。
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開 17. モルモット好中稼における細胞内カルシウムイオン滋i支の L界

Fura 2/AIIを封入したモルモット好中主主(1xlO.細胞倒/m))を符.々 の

i俊民の LP S C_tε叫よ 0127:88)およびLi P i d Aで刺激した際の細胞内カル

シウムイオン狼皮の経時的変化を示す。
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モルモット好中球における細胞内カルシウムイオン氏、容の1 8. 凶

PAF 結抗~Jによる滋JJr{去が的抑制l

2 .1 1 8 0 (0)、TCV・60 9 (・)および3H(~の PAF 結抗斉JJ 、 Y

WEB2086 (圃)がPAF(10nM、a)、LP S (E. cQli 0127:88、

八(2μM、c)刺激による細胞内カ5 0μg/ml、b)およびLipid

ルシウムイオン応答を漁皮依存的に抑制することを示す。各々の点はPAF鎗

tji剤Jドイメ.{rドでの反応を 100%とした時の1，1J合で表している。

54 



第 l~で述べたようにクローン化した PAF受容体はリガンド刺激により急

激に脱感作する。同様に PAF刺激後にし PSに対する反応が消失するかどう

かを制べた。図 19に示す織に LPS および L i p i d Aによって説得さ

れる純lB'cl内カルシウムイオン応答はu'lljijに過剰のPA F (1μM)で好中球を

刺激して PAF受容体を脱感作させることによって消失した。この湯合、直前

に過剰滋1l(のPAFで刺激することはし TB. ( 1 0 n M)刺激に対する1"')綴の

応答にはほとんど影響を与えなかった。すなわち、 PAF刺激による LPS反

応の脱感作は特異的であった。また、過剰の LTB.(1μM)車1)滋はし PS

あるいは Li p i d A の細胞応答を滅弱させなかった。よって、 PAF 車I)~

によるし PS反応の鋭感作lま特異的であり、以上の結果は血小仮を用いた災験

の場合と川線、 PAF受容体と LPS、Li p i d Aとのクロスリアクション

を予怨させた。
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肉 19. PAF刺激による LP S Iこ対する応答の脱感作

モルモット好中球にFura-21AYを封入後、矢印で示す時点でPA F (1 0 n M)、

L P S (E.coli 0127:B8、50μg/m 1)あるL、はLTB‘(1 0 n M)を加

えて細胞を刺激した。
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( 3 )血小仮および好中球肢をmいた LPSによる PAF結合J.IlW災験

liij飾までの結果から予想されるクロスリアクション現象が実際に起こってい

るのならば、 PAFとPAF受容体との特JU内総合を過剰濃度の LPSがmw
することが期待される。この予測を碕・~~するためにヒト血小板朕を品製し、

['H] PAFを用いて結合組:Jj災験を行った。図 20に示す結果の:iIDり、

o. 5 n Mの ['H)PAFのPAF受容体への特異的な結合の割合は共存させ

るLPSの浪皮を土台すごとに低下した。この均合の ICoo値は約 5μ g/ml

であり、 50μg/mlのLPSで ['H)PAFの総合lま約 90 96m~与された。

ヒト.un小仮駅を用いた結合災験と!;;J織の解析をモルモット好rt'I:Rから凋製し

た脱出，j分に闘しても笑験した(図 21). O. 5nMの ['H)PAFの

PAF受容体への特異的結合li血IJ、仮般の級会と同様、共存させる LPSの滋

度に依仔して抑制を受けることがわかり、 1C $.依もヒト血小4反政の幼合のデ

ータとほぼ伺程度の値が得られた。なお、コントロール実験として LPSが

['H] LTB. (0. 5 nM)の特集約結合に及iます効果をよ君べたが、 lmg 

/mlのLPS存在下においても顕去な彫'31ま見られなかった。ここまでのま古

泉を総合するとし PS、特にその活性中心と宮われる Lj p i d A はPAF

受終体に結合し受容体を活性化しうることがHl く予想された。この予;t:[!を~ミ鉦

するためにはクローン化した PAF受容体 cDNAの発現系(アフリカツメガ

エル卵(:}:細胞および C HO細胞〉を丹jl 、て%~を進めるべきと考え以 Fの災歓

を行った。
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ヒト血小板絞をmいた LP Sによる [3HJPAF結合腿~li~~金2 O. 闘

5 n M)の符異的総合がLP S (E. c且i0121:88)滋皮に['H) PAF (0. 

各l;J~はし PS升:存在下での特3~的結合をi去がして阻フ;されることを示す。

1 0 096とした場合の割合を示し、それぞれdup1icateの平均を示す。総合反応

は25"Cで 12 0 分間行った。この結~(ま独立した 3 聞の笑量生の内の 1 つであ

る。
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凶 21 .モルモット好中球j絞への ['H)PAF結合に対する LPSの

阻t与実験

['1-1) PAF (0. 5nM)の将兵約結合 (0)はLP S (E， C<_Qli 0127: 

88)滋反:に依存して阻害されるが、 ['}ll LTB. (0. 5 nM)の特災的錯合

〈・〉はほとんど影響を受けないことそ示す。各点iまLPS非存.(f下での総合

を 100%とした場合の割合を意味し、それぞれdup!icateの平均を示す。結合

反氏、(;1:.2 5 "cで 12 0分間行った。この紡采は独立した 3回の災駁の内の lつ

である。
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( 4 )アフリカツメガエル卵伶細胞発現系を用いた解析

1 n vitroで合成したヒト向I血球PAF'受容体mRNAを微赴任;入し、 PAF'

受容体をiIE発貌させた卵母細胞を災験系の-っとして以下の解析を行った。

気nおで述べた採に PAF受容体を発現させた卵母綿胞における PAF刺激に

対する応答iまイノシトールリン脂質代謝回転を引き起こし、細胞内カルシウム

イオン狼皮を上7l-させた(図 22) 0 この卵母細胞を LPS(50μg/m1) 

あるいは LipidA(2μM)で事1I激すると PAF利放の際の応答と比べる

とゆjいながらも、有意の応答が砿i~できた〈凶 2 2 b)。なお、ネガティブ

コントロールとして蒸留水を微汲it入した卵位細胞で同様のリガンドrjllJ激を行

ったが全く応答は兄られなかった (n 7 5、凶 22 a)o PAF受容体

免税osIま細胞を事前に 5分間 PAF給fJt1!11である Y-24180 (10 'M) 

あるいは WEB2086(10寸 M)で処理すると PAFだけでなくし PSお

よびLi p i d Aによって誘発されていた応答も完全に抑制された。これらの

結果は火.なったロットや異なった商後白米の LP S(h三♀110111:84 (Difco); 

E_coli 0127:88 (DifcoおよびSig回))を矧いても再現された。関 22 cに示

す係に LP Sやし ip i d Aで引き起こされる細胞応答は PAFの助合と同様、

急激にlsi峨{乍することが観終され、さらに 10nMのPAF刺激で氏、答(検出

される以1伝説Lは 1μA程度〉を起こした卵低調])胞は、その後Li p i d A、

LPSどちらで刺激しても応答をぷさなかった。なお、図 22と同様の結果は

モルモット腕PAF受容体を荷受mさせた卵母細胞においても得られた。

以上の結束は LPS、特にその活性部IILである Li p i d A がPAF受容停

に11'(様作用し、細胞内カルシウム系を動Hすることを示した。
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関 22. アフリカツメガエル卵母細胞内で発現した PAF受容体の LPS

あるいはLi P i d A による活性化

ヒト 1'1Jfrl球 PAF受容体mRNA あるいは?!.~iI 7]<を微拡注入し、 20"Cで

3 II fillt立後した卵母細胞を PAF(1 OnM)、LP S (.lJ;.旦li0127:B8、

5 0μg/m 1)またはし ipidA(2μM)で刺激した際の内向き朕従抗

の変化を示す。(a )蒸留7]<をt長品ltr入した~~母細胞を刺滋した幼合の結果。

(b)ヒト(]血縁PAF受容体mRN八を微ht注入した卵母細胞を利滋した粉

合の鉱泉。 (c)LipidAに対する応答の脱感作と PA F (lμM)刺激

による LPSに対する応答の消失。
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(5) CHO細胞発現系を用いた解析

PAF受容体と LPSとのクロスリアクションを証明するため、もう 1つの

PAF受容体党現系として CH 0 K 1 細胞を用いて、以下の織な災験を行った。

まず、モルモット腕PAF受容体 cDNAを動物細胞発現ベクター、 pRc/

CMVへサブクローニング後、これをCHOI< 1，細胞に電気穿孔訟で導入した。

PAF受容体 cONAが染色体内に組み込まれCMVプロモーター支配下、高

究現する細胞をネオマイシン耐性およびPAFに対する反応を指標にして選銭

し(CHO(gpPAFR)細胞〉、以下の災験にJIH、た。

Fura-2f AMを封入したCHO(gpPAF'R)細胞を PAF、LPSおよびLi p i d A 

で刺激し、その抗後の細胞内カルシウムイオン泌皮の変動を CAFI00で測

定した。t:X12 3 bに示す篠にCHO(gpPAFR)細胞を PA F (1 0 n M)で刺激す

ると念、激な細胞内カルシウムイオン滋皮の上昇が見られ、 LPS(50μg/

m I )およびLipidA(2μNI)で刺激した場合も、やはり瞬時にカルシ

ウムイオン混反の上昇が観察された。 いずれも応答はリガンドiQ~依得的に

t{1 JJnし、その範囲は LPSが5x 1 0・・g/mlから 5x 1 0 • g /m  I、

L i p i d Aが 2x 1 0-・Mから 2x 1 0→Mの泌皮革E凶で鋭然された(肉

2 tl )。それぞれのリガンドに対する E0$0111(は PAF、LPS、し ipid

Aの阪に約 1. 7 n M、約]. 5μg/ml 、約 280nMであり、この滋皮

は!l-i2uii(2)で述べたモルモット白mlJ:Rを刺激した場合のED.。とほぼ一致

した.なお、リ・1-P A Fに対しては lμMの浪皮で刺激しても全く応答はなか

った。また、ベクタープラスミド (pRc/CMV)のみを導入したネカティ

ブコントロール細胞 (CHO(¥'ec)細胞〉においては PAFだけがわずかに応答を

示すもののし PSやLi P i d Aに対しては全く応答を示さなかった(関

2 3 a)。 なお、 CHO・K1絢飽に LPS結合能を持つ蛍白質がかイ正しな

いことは他の研究グループによってもω;かめられている(l34・13$)。
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図 23. CHO(gpPAFR)細胞におけるリガンド刺激に伴う綿飽内

カルシウムイオン濃度の上昇

( a) CIIO(¥'cc)前u!包そ PAF'(lOnM)、L P S (~ε旦1i 0127:B8、5 0 

μg/m 1)あるいは LipidA(2μM)で科激した場合の細胞内カルシ

ウムイオン滋J立変化。(b) CIIO(gpPAFR)細胞を PA F (1 0 n M)、LPS

(5 0μg/m 1)あるいはし ipidA (2μM)で刺激 した場合の細胞内

カルシウムイオン波度変化。
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2 4. CHO(gpPAFR)細胞における細胞内カルシウムイオン滋食変化図

に対するi設度依存性

(a) LPS(E.co1i 0127:88)の濃度に依存したカルシウムイオン波皮のよ

Aの滋J!I(b)Lipid 持 (0)。各点は平均士S.E.可. (n=3)を示す。

(n = 3) 

24180(1μM)で5分間処理した後の応符を示す。
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これら LPSやLi P i d Aによる細胞内カルシウムイオン応答はY-2 4 

180 (lO-'M)による前処理で完全に抑制された(図 24 )。この泌合、

使用した PAF総統斉1JがCHO(gpPAFR)細胞に非特異的な変化を与えていないこと

は、 CHO細胞が内伝的に受容体を保持するトロンピン刺激の際の細胞内カル

シウムイオン氏、答に影響を及ぼさないことをポツティプコントロールとして硲

認した。

CHO(gpPAFR)細胞において、 LPSあるいはLi P i d A刺激が引き起こす

細胞内カルシウムイオン氏、容が刺激iu後に産主主される PAFによるものでない

ことを芯IYlするためにし PSあるいは Li P i d A刺激後の PAF産主主につい

て検討してみた。 まずし PSあるいはし iP i d Aで刺激磁後，あるいは

1 5秒. 3 0秒， 1:分. 2分後のCHO(gpPAFR)細胞から全脂質を鍬Illiし、シリカ

ゲル泳I凶クロマトグラフィーでJJk&日後、 PAFを含む函分をかき取った。この

街分中に含まれる PAドJ，(はDuPont社の [12$ 1)PAFラジオイムノアッセ

イキットを耳IJmして測定した。このシステムにおいて LPS(50μg/m1) 

あるいはLipidA(2μM)で刺激したCHO(gpPAFR)細胞 (4x 1 0・細胞

個〉では刺激後 2分間以内に検出範図レベルC30pg-3000pg)のPAF.i!I生はou:

~できなかった.また 1~I Hlした P A F v可分をCHO(gpPAFR)細胞に投与しても図

2 3に示される採な氏;容は得られなかった。前節までの結果からし PSあるい

はL i p i d Aを役与した際の細胞内カルシウムイオン応答が刺激磁後〈少な

くとも 5秒以内)に引き起こされることとあわせて、 CHO細胞での細胞内

カルシウムイオン応答がし PSあるいは Li P i d Aにより産生される PAF

によって起こる 次的li.r.e:とはJ3えにくい。

LPS が PAF 受~~をt活性化する際、受容体に直接結合しうることを証明

するために血小紋服やH中球以を凋製して行った結合阻害実験(図 20、 21 ) 

と悶織の災駁をCIIO(gpPAFR)納飽j践を訓製して行った。図 25 aに示す徐に

O. 5 n Mの ド11]P ̂  FのPAF受容体への特異的結合は LPSの滋皮依与
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的に抑制され、この結!.IHiヒト血小仮朕やモルモット好中球鋲を用いて行った

結合実験〈凶 20、 21 )とほぼ一致した。なお、この実験から IC 60値は

約5μg/ml、O. 5 n Mの['H) P A.f結合を 90%抑制する滋皮は約

50μg/mlという結束が得られた。この Ic.o値はCHO(gpPAFR)細胞のカル

シウムイオン応答を引き起こすLPSのEC.o値に近い数値と言える。

さらに O. 5 n Mのド11)PAFの結合反応を開始して 30分後、 100μg

/mlのLPSを反応液中に加えてからの解緩幽線を図 25 bに示す。

['H) PAFの特火的結合lまが時的に減少し、約 60分後には 50%の['H ) 

PAFの解総が鋭採された。 以ヒの令ての結果は LPSがクローン化した

PAF受容体にil'it長結合していることを強く示唆する。
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2 5. CHO(gpPArR)細胞般を用いた ['H)PAFのdisplacementと図

dissociation災験

5 n M) (a)しPS (E..coli 0127:B8)i!.1度に依存したドH)PAF (0. 

のdisplace田ent.各点lまLPS非存在下での結合を 10 096とした湯合の割合

を示し、それぞれduplicateの平均を示した。この結果は独立した 3回の実験の

5 n M)の結合反応をスタートし['H) PAF (0. 、、，，h
u
 

(
 

内の 1つである。

1 0 0μg/mlのLPSを加えることによって起こるて30分後(久flJ)、

(0)はLPSの代わりに緩衝液を加えた幼合のドH)P A Fの解総(・)。

結5尽を示す。各.... l，(まduplicateの:q'.jtJを示す。この結果は独立した 3聞の災験の
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(6) LPSによる PAF受容体活性化の生理的主主義とその限界

1 )雌l小板凝集反応

ヒト血小板を LPSで刺激すると凝集反応が起こることがGragarekらによっ

て報告されている (136)。この現象に PAF受容体が関与しているかどうか確か

めるために第 2節(1)で鋼製したウサギ血小板を用い、 PAF、LPSおよ

びLi p i d Aで刺激した際の血小板凝集反応をCAF-IOOを用いて調べ

た。従来から知られているようにウサギ血小板は PAFによって滋度依存的に

凝集反応が活性化され、この反応は PAF 錯抗~Jである Y - 24180 で効率よ

く抑制された。たとえばO. 1 n MのPAFで活性化される血小板凝集反応

(透過度は約 65%)は 1μMのY-24180で完全に抑制された (図

2 6)。一方、 LPS(50μg/m1)あるいは LipidA(2μM)も

凝集反応を引き起こすことが確認でき〈両者とも透過度は約 25%)、PAF

刺激の場合と閑様 1μMのY-24180で完全に抑制された(図 26 )。こ

れらの結果から、ウサギ血小板において観察される LPS刺激に伴う凝集反応

には PAF受容体が関与していることが予想された。
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図 26. PAFおよびLPS刺激によるウサギ血小板の凝集反応

ウサギ血小板 (2xlOe細胞倒/mJ)をPAF (0. 1 nM、左〉あるい

はし PS (b三Q)i0127:B8、50μg/mJ、布〉で刺激した際の凝集反応。

刺激 5分前にY-24180ClμM)あるいは緩衝液を加えた。

69 



2)好中球の遊定性

ヒト白血球はLPSおよびLi p i d A刺激によって逃走反応を示すことが

既に報告されている (13円。モルモット好中、球においても同様の現象が観察でき

るか、さらに好中球逃走が引き起こされた場合PAF箔抗剤によってこの現象

を抑制することができるか絢べた。図 27 aに示す様にモルモット好中球に

対して PAFは lOnMを最大として O.1 n Mから 100nMの範囲で逃走

を引き起こし、さらにこの現象は lOOnMのY-24180存在下では完全に

抑制された。 LPSは従来の報告返り比較的高滋皮の刺激(1μg/ml以上〉

で同様の好中球逃走が誘導され、この現象はY-24180(1μM)存在下で

も全く抑制されなかった(図 27 b)。前述までの結果から、 Y-24180

はLPS刺激に伴う細胞内カルシウムイオン濃度の上昇を完全に抑制する。

図 27の結果から判断して LPS刺激によって誘導されるモルモット好中球の

逃走反応にはPAF受容体とのクロスリアクションは直接関与しておらず、

また、細胞内カルシウムイオン滋皮の上昇も十分条件ではないことが推測され

fこ。
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図 27. PAFおよびLPS刺激によるモルモット好中深の逃走反応

モルモット好中球 (2xlO'細胞倒/ m1)を穏々の滋度の PAF(a)お

よびLPS(E.coli0127:B8) (b)で刺激し、逃走してメンブレンに付指した

細胞を染色後、これらの吸光度 (A.oo)を測定することで遊定反応を評価した。

なお、 2種類のリガンドによる刺激は会てY-24180 (lμM)存 在 (・〉

あるいは非存在下 (0)で行った。各点は平均土S.E. M. (n = 3 )を示し、

この結果は独立した 3回の笑塁走の結果の内の lつである。
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3)腹腔マクロファージによる TN F-α産主主

マクロファージは LPSの代表的な標的細胞の Iつであり、 LPSあるいは

L i p i d Aによる刺激でTN F-αや lじ・1を産生することが知られている

い刊 は的。この反応に PAF受容体とのクロスリアクションが関与しているか

どうかを検討した。モルモッ卜腹腔より調製したマクロファージに O. 1 n g 

から 1μgまでの濃度範図のLi p i d Aをそれぞれ投与し 18時間の培慈の

聞に産生される TN F-α誌を測定した。結泉は図 28に示す様に Lipid

A泌度を増加させるにつれて約 50 0 units/冊lから 15 0 0 units/mlの範囲

にわたってTN F-α が窓生されることが線認できた。さらにこのTN F-α産

主主は 1μMのY-24180の存在下においても抑制l的な影響を受けないことが

わかった。従って、 LPSによる TN F-α の産生は PAF受容体を介さないこ

とがわかった。
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αの産主主を示す。これらの実験はY-24180(lμM)存在 (・)、あるい

{ま非存在下 (0)で行った。各点は平均:tS. E. M. (n = 3 )を示す。
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第 3節 第 2君主の考・妻美

本研究において、ウサギ、ヒト血小仮やモルモット好中主主でのエンドトキシ

ン (LP S、LipidA)刺激に伴う細胞内カルシウムイオン応答がPAF

受容体とのクロスリアクションであることを示唆した。即ち、これらの細胞応

答は数種類の異なる徳造の PAF措筑斉IJで飽害された。エンドトキシンに対す

る細胞応答が確かに PAF受容体を介するかどうかを直接舷かめる目的でクロ

ーン化した PAF受容体を高発現させたアフリカツメガエル卵母細胞および

CHO翁11胞で検討した。いずれの場合も、ネガティプコントロールである蒸留

水を微虫注入した卵母紺i飽あるいはコントロールベクターを導入した CHO細

胞ではLPSやLi p i d A刺激による細胞内カルシウムイオン応答は誘発さ

れず、 PAF受容体を導入した細胞のみで細胞内カルシウムイオン応答が検出

された。さらに、 PAFとLPSは互いに鋭感作を起こすことも見いだした。

以上の結果を総合すると、従来報告されてきたエンドトキシンによる血小板

や白血球の活性化の少なくとも一部は PAF受容体を手IJ用するものと考えられ

た。 -LP Sが局所で微設のPAFの産主主を促し、これが二次的に自らの細胞の

PAF受容体に作用している可能性も否定できないが、少なくとも定公しうる

だけの PAFは産主主されておらず、またCHO細胞のPAn量生能に関しでも

報告されていない。

一方、この PAF受容体を介する細胞内カルシウムイオン応答の生理的意義

については血小仮凝集とは直接かかわっているが、白血球における遊定性や活

性酸素の発生(データ未発表)、また、マクロファージでのTNF“αE室生とは

直後関係がなく、これらの作用は、 LPSが、PAF受容体とは別の閤干干の受

容体に働いて引き起こす現象と考えられた(図 29)。
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細胞以上に存在する!なし PS結合蛍(If!を校式的に示した。スカベンジャ

ー受容体{ま血中の LPSと結合し、これを不話役型に変換するほ能を持・つこと

がf~1与されているい‘"。
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1fi2常の結果の問題点として刺激に用いた LPSの濃度の問泌があげられる。

LPSが生理的作用を及ぼすのに必要な温度は約数 10ng/mlと言われて

いるが、本研究では第 2筋(4 )、 ( 5 )で示した織に PAF受容体の活性化

には少なくとも数μg/mlのLPSを必婆とした。 Li P i d Aに関しでも

数 100nMを必要とし、これはPAFよりも数 100倍親和性が低いと言え

る。;k際、生体内でこれほどの高濃度LPSで制胞が刺激を受けることがある

だろうか?生体内でμ所的に LPSが高浪広で存在しうることも否定できない。

忌近、 iorthenらはLPS刺激した白血球を血管内皮細胞へ接着させる隙の

LBPの重要性を報告している (141)。 彼らは、 LPSはLBPと後合体を形

成後、白血i主主股上のCD 1 4に結合して白I仇球の援活活性を誘発すると主張し

ているが、この際に必t.!とされるし PS汲皮は LBP非存在下では数 10μg 

/mlであるのに対し、 LBP存在下では約数ng/mlになると述べている。

LPSのCD14を介する細胞利放における LBPの重要性に関しては他にも

幾つか報告されている (1..t叶川)0 L P SとPAF受容体との関係においても、

この械な性質を持つ米同定肉子が存在することでと主体内では高級和的に作用し

ている可能性も否定できない。
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系吉言寄

本論文はヒト白血球PAF受容体のクローニングと構造決定、およびエンド

トキシンとの反応性についてまとめたものである。

モルモット姉PAF受容体 cDNAをプロープとしてハイプリダイゼーショ

ンによりクローニングしたヒト白血球PAF受容体はモルモッ卜肺型と同様

G蛋白1'1共役タイプで 7回膜主f通型受容体スーパーファミリーに属するもので

あった。モルモット型とのアミノ酸レベルでの籾向性は全体で約 83%であり、

7つの股貫通領域だけを比駁すると約 91%もの籾間性を示した。また、アフ

リカツメガエル卵母細胞における PAF反応性はG蛋白質不活化郊jである GD

PsSの作用で大幅に滅弱し、 PAF受容体以降の情報伝達に G*白質が関与

することが示唆された。さらに、本受容体はリガンド刺激により急激にn免感作

することも示された。 PAF受容体をお発現させたC0 S-7細胞の朕函分を

用いて薬理学的解析を行った結果、 [3HJWEB2086の特異的結合に対す

る各種 PAF措筑剤の阻害効果はY-241 80 >CV-6 2 0 9 >WEB 2 0 

8 6の順に強く、この順序はそれぞれの楽護学的飽答効果の強さと一致した。

クローン化した PAF受容体はPAFだけでなくエンドトキシンショックの

原因となる LPSによっても活性化されることが以下の実験結果から示唆され

た。ヒトおよびウサギ血小板、さらにそルモット好中球を LPSで刺激すると

細胞内カルシウムイオン滋度の上昇が綬察されるが、この現象は PAF結抗i'ilJ

によって完全に抑制lされた。アフリカツメガエル卵母紛飽内発現系において

LPS刺激は PAF受容体をお発現させた卵母細胞のみ内向き朕定流の応答を

示すことができ、 LPS刺激に伴い PAF受容体が活性化されたことが予想さ

れた。また、 PAF受容体をお発現させたCHO細胞においても LPS刺激で

細胞内カルシウムイオン滋皮が上昇することが政認され、この細胞の朕麗分を

用いた [3HJPAF結合組等笑量生より、 LP S (ま PAF受容体に直接絡会して
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活性化していることが示唆された。 PAF受容体と LPSのクロスリアクショ

ンの生理学的意義を明らかにするためにj血小板凝集反応、好中球遊走現象およ

び飯舷マクロファージのTN F-αlE生への関与を検討してみたが、Jfn小板凝集

反応にのみ関与の可能性が示唆され、他の 2つの現象に闘しては別の特異的な

LPS受容体を介していることが予想された。以上のことから、エンドトキシ

ンショックの病態の少なくとも一部はPAF受容体の直接の活性化の結果であ

ることが示された。
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