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論文の内容の要旨

（目的）

　血小板の分化の段階は，造血細胞に由来した巨核球前駆細胞が増殖分化して巨核芽球になり，多核化と細胞質

が成熟して成熟巨核球になり，巨核球の分解，あるいは胞体突起形成を起こして血小板となる。これらの段階に

種々の液性因子が関与するが，申でも巨核球産生を制御するサイトカインレセプターのMp1のリガンドである

トロンボポエチン（thro㎜bopoetin：TPO）は最も強力な血小板増加因子として知られ，造血幹細胞，巨核球前

駆細胞からの巨核球コロニー形成，未熟巨核球の成熟促進，血小板機能尤進作用などを持つ。

　侯補者らの研究グループでは，骨髄造血微小環境には，巨核球が成熟した状態で保持されていて，血小板減少

に即時に対応する機構が存在していると想定して一連の研究を進めてきているが，本研究では，骨髄微小環境に

おいて巨核球成熟分化に間質（ストローマ）細胞とTPOがいかにかかわっているか検討した。

（方法と結果）

1．Mp1の細胞性遺伝子c¶p1をIL－3依存性マウス細胞株（BaF3）に導入し，TPO依存性細胞株（BaF3／狐p1）

を作った。

　BaF3／㎜p1をマウス骨髄ストローマ細胞株（PA6）の細胞シート上にて重眉培養すると，BaF3／磁p1はIL－

3非存在下でも1ヶ月以上増殖能を維持した。しかし，BaF3単独重層培養では2日後に死滅した。．

2．PA6細胞のm－RNAレベルにおけるTP○の発現をreverse　transcription－po1y聰erase　chain　reacti㎝（RT－PCR）

法にて調べた。その結果，PA6細胞にTPOが発現していることを確認した。定量的PCR法にてマウスの全骨

髄細胞，骨髄ストローマ細胞，肝臓および肝臓のTPOの発現を測定したところ，いずれの組織，細胞でもTPO

が発現しているが，骨髄では肝臓のおよそユ／5量であった。量的には少ないものの骨髄ストローマ細胞がTPO

を産生していることが示唆された。

3．TPOと骨髄ストローマ細胞の巨核球造血や血小板放出における役割を検討する目的で，マウス骨髄細胞を
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TPO添加培養液にて培養すると巨核球造血が起きた。誘導された巨核球は成熟し，一部は胞体突起形成巨核球

にまで成熟した。

4．成熟巨核球とストローマ細胞の相互作用を検討する目的で，成熟巨核球を骨髄細胞より精製し，PA6細胞シー

ト上にて重層培養した。

　PA6細胞と接着した成熟巨核球は，接着していない成熟巨核球に比較して，胞体突起形成する割合が低下し

ていた。以上の結果は，ストローマ細胞に接着している巨核球では胞体突起形成が抑制されていることを示唆し

ている。

5．上記実験系にTPOを添加しても胞体突起形成率に変化はなかった。したがって，TPOは巨核球を胞体突起

形成可能な巨核球にまで成熟させるが，胞体突起形成には直接影響を与えないものと考えられた。

（考察）

　骨髄造血微小環境においては，ストローマ細胞が微量ではあるが垣常的にTPOを産生し，巨核球前駆細胞は

ストローマ細胞と近接して存在することにより維持され，巨核球の増殖と成熟が行なわれていると考えられる。

一方，巨核球がストローマ細胞に接着している限り胞体突起形成は抑制されていて，胞体突起形成という血小板

分化の最終段階には巨核球がストローマ細胞から離れる必要があるものと推測された。ストローマ細胞から離れ

た巨核球が胞体突起形成を行なうためになんらかの因子が必要であるのか否かは今後の検討が必要である。

　なお，in　vivoではTPO投与により巨核球数増加と血小板数増加をきたすことから，TPOが胞体突起形成を促

進すると考えられていたが，TPOは成熟巨核球の胞体突起形成を促進させないことが明ちかとなり，骨髄微小

環境にあっては，TPOの作用は巨核球数の増加と巨核球前駆細胞を胞体突起形成可能な巨核球にまで成熟させ

るものであると推察された。

審査の結果の要旨

　本研究は，血小板研究領域のトピックスである。TPOに関し，骨髄微小環境における骨髄ストローマ細胞と

巨核球の相互作用とTPOの役割を詳細に検討したものである。

　その結果，①巨核球前駆細胞は骨髄ストローマ細胞に接触していることにより維持され成熟すること，②その

成熟には骨髄ストローマ細胞が産生する微量なTPOが関与している可能性があること，③しかし血小板生成の

最終段階である成熟巨核球の胞体突起形成にはTPOは関与せず，④巨核細胞が骨髄ストローマ細胞に接触して

いると，かえって胞体突起形成が抑制される，などの新知見が得られた。

　対照群の取り方，骨髄ストローマ細胞のモデルとしてPA6細胞以外は検討していない点，培養液に含まれる

TPO以外の因子の影響は検討していない点などにやや難点があることが指摘された。

　しかし，本研究は最新の実験技術を駆使して行われ，この実験条件における限り得られた結果は明解である。

ここで得られた新知見は血小板分化の機序解明に大きく寄与するものとして評価できる。

　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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