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論 文 内 容 要 旨

造血幹細胞は,1つ の細胞か ら全ての成熟血球細胞へ分化する能力を有すると同時に,自 己複製能をあ

わせて もっ血球細胞である。 この造血幹細胞が自己複製 して自らのコピニを保存 しながら,一 部が自己複

製 をやめ多能性を失い,あ る一つの血球系列へと自らの運命を決定 し前駆細胞へ と分化することで,一 生

にわたって個体の造血が枯渇することな しに維持されている。 しか しながらこの造血幹細胞は骨髄中にわ

ずか しか存在 しないことか ら実験的解析を行 うことは困難であり,造 血幹細胞か ら各血球系列への分化

(決定)メ カニズムの解明を行 うためには,造 血幹細胞様の性質を保持 している細胞株が必要であると思

われる。一方,未 分化血球細胞の増殖 ・分化の制御には,血 球前駆細胞 と造血組織の線維芽細胞,前 脂肪

細胞,内 皮細胞などの間質細胞と共培養す ると造血幹細胞の自己複製を含めて造血が長期維持されること

から,間 質細胞が構成する造血微小環境が重要な働きを しているものと考えられている。

そこで本硬究第1章 では,多 数樹立 した骨髄間質細胞株の中から,造 血幹細胞支持能の指標のひとつで

あるcobblestoneareaの 形成を最 も長期維持する細胞株 として選択 した,骨 髄間質細胞株TBR31-1と

純化 した造血幹細胞(Lin-c-Kit+Sca-1+)と を長;期共培養して造血幹細胞株の樹立を試み,間 質細胞依

存的にcobblestonearea形 成 しながら増殖を続ける血球細胞株B31-1を 得た。B31-1はBリ ンパ系列特

異的分化抗原のB220を 発現 してい るので,Bリ ンパ系 の細胞株であ ることが明 らか にな ったが,

cobblestonearea形 成能は造血幹細胞の指標の一っであることか ら,幹 細胞に近い極めて未分化 なBリ

ンパ系細胞株であることが予想された。実際に,B31-1はCD43 ,HSAあ るいはslgMと いった,Bリ ン

パ球分化に伴 って順に発現する分化段階特異的抗原を全 く,も しくはほとんど発現 しておらず,ま た,分

化初期段階か ら起 こるIgH遺 伝子のD-J再 構成がおきていない胚細胞型 であることが明 らか にな り,

B31-1は 非常に未分化な性状を保持 した細胞であることが明らかになった。 さらに,B31-1に はB220一 の

細胞が存在 し,こ の細胞はB220+の 細胞の前駆細胞であることが示された。 このB220一 の細胞 はこれま

でに造血幹細胞か らBリ ンパ系に分化が決定すると同時に発現するとされてきたB220を 発現 していない

ことから,造 血幹細胞か らBり ンパ系に分化決定する前後の未分化な段階で 自己複製 していることが明

らかになった。一方,B31-1はIL-7の 添加,別 の間質細胞株ST2と の共培養,あ るいは,生 体内への移

植によって,分 化段階特異的抗原の発現やIgH遺 伝子のDH-J。 再構築が誘導され ることが分か り,Bリ

ンパ球初;期分化過程を再現できる能力 も会わせて持っ ことが明 らかになった。 このように,B31-1は 多能

性 は失われているものの,B220一 かっIg遺 伝子が再構成せずに胚細胞型 という分化決定前 の性状を保持

したまま聞質細胞依存的に自己複製 し,分 化誘導に伴 って初期分化過程を再現するという,こ れまでの細

胞株には見 られなかった幹細胞 としての性質を持っ ことか ら,本 共培養系は解析が困難であった造血幹細

胞を含あた未分化血球細胞の自己複製 ・分化の制御機構を解明す る上で極あて有用であると考え,本 研究

では本共培養系を用いてこの制御機構の解明を試みた。

B31-1は 具体的にTBR31-1が 産生するどのような分子と相互作用することによって,幹 細胞様 の未分

化な性状が維持されているのかどうか解明するために,第2章 ではまず,Bリ ンパ球造血に関与す ること
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が明 らか にな ってい るい くつかの因子 のB31-1の 未分化 的増殖 に対 す る関与 につ いて検 討 を行 った。 そ

の結 果,TBR31-1が 産生す るSCFとIL-7の シグナルお よびVCAM-1/VLA-4を 介 したTBR31-1と の

細胞接着 がB31-1の ような未分化 な段階か ら維 持 ・増 殖 に必須 で あ り,IL-3はIL-7と 協調 的 に働 いて

B31-1の 増殖 を促進 して いることが明 らか になった。 しか し,こ れ らの因子 の みで はBリ ンパ 球造 血維

持 には十分 でない ことが明 らか になってい る。 したが って,造 血恒常性 を維持す るための,分 化段階特異

的 かつ血球系列特異的 な造血微小環境 を構築 する未知 の分子機 構が存在 する もの と考 え られる。

そ こで,第3章 では この未知 の分子機構 の うち特 に未分化な細胞に対 して機能す る ものを同定す るため

に,B31-1の 細 胞表面 分子 に対 す るモノクローナル抗体 を作成,B31-1で 強 く脾臓 の有核細胞 で は弱 く反

応す る もので,FACSが 可能 であ るものを選択基準 と しスク リー ニ ングを行 った。 そ の結 果,9ク ロー

ンがc-Kitを 認識す る抗体で あ り,そ の うち3ク ロー ンはc-Kitの 機能 を部分的 に阻害す る活性 を持 っ も

ので あ った。 このよ うな分子 に対す る抗体 が複数選択 されて くるとい うことは,こ のスク リーニ ングは未

分化血球細胞 の自己複製 ・分化を制御 す る分子 に対す る抗体を得 る系 として十分で ある ことを示 している

ものと考 え られ る。選択 した抗 体の一 っ,6BA4-2抗 体 はBリ ンパ系 の細胞 のPro-B段 階以 降 の細胞 の

、一 部 のみ と反応す る ことが明 らかにな った。 もう一っの抗体6FF8-1は さまざまな骨髄細胞 と反 応す る も

のの,確 か にLin一 のなか の造血幹細胞 で も発現 して いることがわか り,ま た,こ の抗体 は穎 粒 球系 の細

胞 に対 して は前駆細胞 とは反応す るが,成 熟 した細胞 とは反応 しない ことが 明 らか になった。 この二っ の.

抗体 は骨髄細胞の興味深 いフラクシ ョンの細胞 と反応す ることか ら,こ れ らの抗体が認識す る分子 は未分

化血 球の 自己複製 ・分化 に何 らかの機能 を果 た して いる可能性 が考 え られた。 そこで,い くつかの方法 で

この抗体 が認識 す る分子 の同定 し,そ の機能 に迫 ることを試 みたが,抗 体の性質故か,同 定 には至 らなかっ

た。 「＼

一方 ,B31-1はTBR31-1と の共培養 においてB220一 か らB220+の 細胞への分化(決 定)がspontaneous

に起 こる。 この分化(決 定)が どのよ うに レて行 われ るのかを明 らか にす るために,第4章 で はこれ ら二

っ の細胞 にお けるBリ ンパ球分化 の制御因子の発現 の変動 につ いて検討 を行 った。 まず は じめ にmRNA

レベルでの発現 の変動 を検討 した ところ,1karos,E47と いった転写因子 に若干発現の変動が見 られ ただ

けで,そ の他 の因子 に関 しては調べた限 り優位 な差 は見 られなか った。 この ことか ら分化決定 を含 む極初

期 の分化過程 においては制御因子が単 にmRNA`と して発現す るだ けにとどま らず,機 能的 な タ ンパ ク と

して働 くことが重要で ある ことが示唆 された。実 際 にB220一 か らB220+へ と分化 が進 む につ れ てE2A,

Oct-2,Pax-5の 機能 的 タンパ クの結合能 は増大 し,そ の中で もPax-5は 顕著 に増加 す ることが明 らか に

な った。 したが って分化 に伴 う転写因子 の発現 の調節 は転写 とい うよりむ しろ翻訳 の段階 で行 われてい る

のか,あ るいは これ らの タンパ クとDNAと の結合 に対 して未知 の因子 によ る制御 が行 われていて,そ れ

によ って もた らされ る機能的 タ ンパ クの結合能 の増大が この分化(決 定)の 過程 において重要な役割を担 っ

て いる もの と考え られ る。 また,B31-1はIg遺 伝子 の再構成が全 く起 きて いな い胚 細胞 型 で あ った こ と

か ら,再 構成 に必要 な酵素 が発現 していないので はないか と考 え られ るが,TdT,Rag-1,Rag-2の すべ

てが発現 して ることが明 らかに された。IgH遺 伝子 の再構成 には酵素 の発現 だ けで な く μEの 活性 化 に
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伴 うクロマチ ンの リモデ リングが必須 であるが,こ の μE活 性化 の指 標 のひ とつで あ る1μ がB31-1に

おいて発現 していたに も関わ らす,Ig遺 伝子 の再構成 が起 きて いな いこ とが明 らか に な った。 したが っ

て,1μ の発現 に必要 な μEの 活性 化だ けで はIgが 再構成す るには不十分 で あ ると同時 に,こ れ を制 御

す る未知 の因子 の存在 が示唆 された。

本研究 で はBリ ンパ系幹細胞株B31-1を 造血幹細胞を含 めた未分化血球 細胞 の 自己複 製 ・分化 を解 明

す る一 つのモデル と して,そ の制御機構 の解 明を試 み,い くっかの新 たな知見 を得 るに至 った。 しか し,

未 だ不 明な点 が ほとん どであ り,そ の解明 は始 まったばか りであると思われ る。今 後,こ の機構 が少 しづ

っで も明 らかに されてい くことを期待す る。
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審 査 結 果 の 要 旨

未分化血球細胞 の自己複製 ・分化 の制御 の具体的な分子機構 は,こ れ まで に有用な実験系 が存在 しない

ためほとん ど明 らか になって いな い。一方,未 分化血球細胞 を造血組織 の間質細胞 と共培養 す ると長 期 に

わ た り造血が維持 される ことが知 られている。 そこで本研究 は,未 分化血球細 胞を間質細胞 とともに継代

培養す れば,自 己複製 ・分化を解 明するのに有用な細胞株 を得 る ことがで きるとの考 えに基 づ き,骨 髄 間

質細胞株TBR31-1と 鈍化 した造血幹細胞 とを長期 共培養 して,新 たな血 球細 胞株B31-1を 得 た。 この

B31-1は,Ig遺 伝子が胚細胞型 の非常 に未分化 な性状 を保持 したVリ ンパ系 の細 胞株 で あ る ことが明 ら

か にな った。 さ らに,B31-1に はBリ ンパ系 マーカーのB220を 発現 していない細胞が存在 し,こ の細胞

はB220+の 細胞 の前駆細胞であ ることが示 された。 したが って,B31-1は これ まで解 析 が困難 であ った

未分化血球細胞 の自己複製 ・分化 の制御機構を解明す る上 で極 めて有用ぞあ ると考 え,以 下 の二 つの方 向

か らこの制御機構の解析を行 った。

まず第一 に,B31-1のB220一 か らB220+の 細胞へ の分化が転写 因子 レベル で どのよ うに行 わ れ るのか

を明 らか にす るため に,B220一 とB220+の 二っ の細胞 にお けるBリ ンパ系列 特異 的転 写 因子 の発現 の変

動 につ いて検 討を行 った。 その結果,B220一 か らB220+へ と分化 す ると転 写因子 のDNAへ の結 合能 が

増大 す ることが明 らか にな った。 したが って,機 能 的 タンパクの結合能の増大 が分化 の過程 において重要

な役割 を担 って いることが示 された。

第二 に,未 分化血球細胞 は間質細胞 とどの ように相互作用 して 自己複製 ・・分化 の制御 を しているのかを

明 らかにす るためた,こ れ までにBリ ンパ球造血 に関与す ることが 明 らか に な って い る間質 細 胞 が産生

す る因子 のB31-1の 増殖 に対す る関与 にっ いて検討 を行 った。その結果,SCFとII」 一7の シグナ ルお よび

VCAM-1/VLA-4を 介 した細胞接着 がB31-1の 増殖 に必須 である ことが明 らか にな った。 しか し,こ れ

らの因子 のみではBリ ンパ球造血維持 には十分 でない ことが示 されて い るの で,さ らに 自己複 製 ・分化

を制御す る未知 の分子機構 に迫 るため に,B31-1の 細胞表面分子 に対す るモノ ク ロー ナル抗体 を作成 し,

未分化 な細胞 に反応す る抗体 のスク リーニ ングを行 った。 その結 果,選 択 された6FF8-1抗 体 は未分 化 な

血球 に反応 し,そ の中の造血幹細胞で も発現 している ことが明 らか たな った。 したが って,こ の抗体 が認

識す る分子 は未分化血球 の 自己複製 ・分化 に何 らかの機能 を果た しでい る可能性が示唆 され た。

以上本研究 は,Bリ ンパ系幹細胞株 を樹立 し,そ の 自己複製 と分化の制御機構 を解析 し種々の新 しい知

見 を得 る ことがで きた。

よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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