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論文の内容の要旨

（目的）

　血球の産出・調節機構は重要な研究課題である。巨核球一血小板系においては，巨核球が骨髄申に少ないこと

や，分離，精製が困難な事，また，長年，巨核球一血小板系統特異的サイトカインとして想定されてきたトロン

ボポエチン（thro曲opo1et1n：TP○）の存在が明らかでなかったことにより，他の血球に比し研究が遅れてきた。

しかし，1994年にTP○がクローニングされ，さらに，造血幹細胞純化技術の進歩により，造血幹細胞から巨核

球系細胞へと至る分化増殖機構をin　VitrOで解析することが可能となった。全骨髄細胞を用いた検討およびi双

v1troでの検討結果では，TP○は巨核球コロニー刺激活性と巨核球成熟活性の双方の作用を持つと考えられてい

る。

　ところで，造血に関与するサイトカインの作用を検討する場合，純化された細胞を用いることで，各サイトカ

インの標的細胞に対する影響をより正確に評価できることが知られている。本研究では，マウス骨髄造血幹細胞

から巨核球造血に至る過程でTP○が果たす役割を，そのような純化した標的細胞を用いることにより解明する

ことを冒的とし，最終的に，骨髄造血幹細胞および巨核球前駆細胞（CFU－Meg）の培養系を少数の細胞（細胞

数200／we11）を用いて確立した。

（対象と方法）

　マウス骨髄細胞から比重遠心法で単核球分画を分離後，ビチオン化した各分化抗原に対する抗体（抗Lineage

（Lin）抗体）とアビジン結合マグネットビーズを用いて分化抗原陰性分画（Lin■細胞分画）を濃縮し，蛍光標

識した抗Sca■抗体，抗c－K1t抗体，抗Lin抗体で濃縮Llポ細胞を3重染色後，フローサイトメントリーにより

Liバ／c－Kit＋／Scaイ令細胞を分離し，造血幹細胞として用いた。このLiポ／c－Kit＋／Sca－1＋細胞は，致死量放

射線照射マウスに100個移植することで穎粒球系，リンパ球系双方の長期骨髄再構築が可能な細胞である。

　巨核球前駆細胞は，マウス骨髄細胞から濃縮Liポ細胞を作成後，蛍光標識した抗c－Kit抗体および血小板糖蛋

自に対する抗GP亘b抗体で染色し，フローサイトメントリーでc－Kitキ／GP皿b＋細胞を分離して用いた。

（結果及び考察）

　造血幹細胞の培養では，TP○単独で細胞の増殖や巨核球産生は認められなかった。すなわち，TPOは単独で
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造血幹細胞に作用し，巨核球産生を誘導することはできないと結論された。巨核球の出現には，同培養環境に

Stem　Ce11Factor（SCF）とIn廠1eukin－3（IL－3）の存在を必要とし，なかでもSCF＋／Iレ3＋／TPO＋／EPO

（erythropoie室in）の組み合わせでもっとも高率に巨核球が誘導されることが判明した。一方，巨核球前駆細胞

の培養では，TPO単独で巨核球コロニーが出現し，TPOは単能性前駆細胞であるC恥一Megに対してコロニー

増殖活」性を有し，それ以後の巨核球一血小板系の制御に関与するものと考えられた。同様に巨核球コロニー増殖

活性を持つとされるIL－3との比較では，IL－3単独の培養系で，造血幹細胞から少数の巨核球が誘導され，IL－3

はTPOに比しより未分化な造血細胞レベルに対し作用するものと推察された。

　造血幹細胞の液体培養では，TPOと他のサイトカイン（特にSCF）との共存下において，巨核球の誘導のみ

ならず，穎粒球，単球，赤芽球系などの細胞増殖の増強が観察された。また，半固形培地によるコロニーアッセ

イでは，培養早期のクラスター数はTPO添加により増加した。この結果からTPOがSCFなどと相乗作用によ

り造血幹細胞からの分化過程の早期に，巨核球系を含む多血球系に作用する可能’性が示唆された。

審査の結果の要旨

　本研究は，トロンボポエチン（TPO）という新しく発見されたサイトカインの造血幹細胞と巨核球前駆細胞へ

の作用を血液学・細胞生物学的に解析したものである。本解析から，ユ）TPOは単独では造血幹細胞の増殖促

進活性はないものの，SCFや玉L－3と組み合わせると顕著な同活性を示すこと，2）TP○は巨核球前駆細胞

（CFU－Meg）に相当する細胞には単独で増殖と分化の促進活性を示すことを明らかにした。本研究過程で，侯

補者らは巨核球前駆細胞（CFU－Meg）が，c－KitとGPnbの両者の発現が陽性な画分として単離できることも

明らかにしている。このように，本研究は巨核球分化の研究の一局面を切り開いたものと評価される。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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