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 マ ウ ス リ ン パ 造 血 細 胞 は 、骨 髄 中 に 存 在 す る 造 血 幹 細 胞 よ り 増 殖・分 化 し 、

そ の 制 御 は 、 骨 髄 中 の 骨 髄 微 小 環 境 を 形 成 す る ス ト ロ ー マ 細 胞 に よ っ て 調 節

さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 ス ト ロ ー マ 細 胞 は 、 骨 髄 中 に 存 在 す る 付 着

性 の 細 胞 で 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス や サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る こ と に よ り 造 血

細 胞 の 増 殖 と 分 化 の 制 御 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る が 、 ス ト ロ ー マ 細 胞 の

造 血 支 持 機 構 の 詳 細 は 不 明 で あ っ た 。  
第 1 章 で は 、ス ト ロ ー マ 細 胞 依 存 性 の マ ウ ス B 細 胞 の 分 化 過 程 に お け る イ

ン タ ー ロ イ キ ン ７（ IL-7）の 役 割 に つ い て 明 ら か に さ れ て い る 。 IL-7 は 、プ

レ B 細 胞 増 殖 因 子 と し て 、ス ト ロ ー マ 細 胞 株 よ り ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 分 子 で

あ る こ と か ら 、IL-7 は B 細 胞 分 化 過 程 で 機 能 的 に 作 用 し て い る 可 能 性 が 示 唆

さ れ て い た 。 も し IL-7 が B 細 胞 の 分 化 に 必 須 な 分 子 で あ る な ら ば 、 B 細 胞

分 化 支 持 機 能 の あ る ス ト ロ ー マ 細 胞 株 ST2 細 胞 と B 細 胞 分 化 支 持 機 能 の な い

ス ト ロ ー マ 細 胞 株 PA6 細 胞 と の 違 い を IL-7 の 産 生 能 力 の 差 と し て 捕 ら え る

こ と が で き る と い う 仮 説 の 下 に 、2 つ の ス ト ロ ー マ 細 胞 株 の IL-7 産 生 能 を 比

較 し 、 ST2 細 胞 は IL-7 を 発 現 し て い る の に 対 し 、 PA6 細 胞 は い か な る 刺 激

を 加 え て も 発 現 し な か っ た こ と 、さ ら に PA6 細 胞 上 で 骨 髄 細 胞 を 培 養 す る 際

に 、 IL-７ を 添 加 し て 培 養 す る と 、 ST2 細 胞 上 で 培 養 し た と き と 同 じ く B 細

胞 が 出 現 す る こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 マ ウ ス B 細 胞 の 分 化 に

IL-7 は 必 須 で あ る こ と 、 ST2 細 胞 と PA6 細 胞 の B 細 胞 分 化 支 持 機 能 の 差 は

IL-7 産 生 能 の 差 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。  
第 2 章 で は 、マ ウ ス ス ト ロ ー マ 細 胞 の サ イ ト カ イ ン 産 生 の 仕 組 み に つ い て

明 ら か に し て い る 。 B 細 胞 分 化 支 持 機 能 に 差 異 の あ る ２ 種 類 の ス ト ロ ー マ 細

胞 株 、PA6 細 胞 と ST2 細 胞 の サ イ ト カ イ ン の mRNA の 発 現 能 力 を 比 較 し た 。

本 研 究 で 評 価 し た サ イ ト カ イ ン の な か で 、IL-1b、IL-6、IL-7、 M-CSF、G-CSF、

LIF お よ び TGF-bは 、 2 種 類 の ス ト ロ ー マ 細 胞 に お い て 、 構 成 的 ま た は 誘 導

的 に 発 現 す る サ イ ト カ イ ン で あ っ た 。IL-7 は B 細 胞 の 分 化 を 支 持 す る 能 力 を

持 つ ST2 細 胞 に 発 現 し 、 一 方 、 G-CSF は B 細 胞 の 分 化 を 支 持 し な い PA6 細

胞 の み に 検 出 さ れ 、 サ イ ト カ イ ン の 発 現 と 造 血 支 持 能 に 相 関 が あ る こ と が 示

唆 さ れ た 。 さ ら に 、 本 研 究 で 使 用 し た 2 種 類 の 刺 激 剤 で あ る LPS/TPA と ヒ

ト 組 換 え 型 IL-1aの ス ト ロ ー マ 細 胞 株 に 対 す る サ イ ト カ イ ン 誘 導 能 は 異 な っ

て お り 、IL-7 は LPS/TPA よ り IL-1aで 効 率 的 に 誘 導 さ れ る が 、IL-1b、IL-6、
G-CSF お よ び LIF は IL-1aよ り LPS/TPA に よ り 効 率 的 に 誘 導 さ る こ と が 示

さ れ た 。次 に 、 T 細 胞 株 、 B 細 胞 株 お よ び 骨 髄 球 系 細 胞 株 を ST2 細 胞 と 共 培

養 し た と き の 各 細 胞 株 の サ イ ト カ イ ン 誘 導 能 を 調 べ 、 B 細 胞 株 は IL-1aと 類

似 し た 活 性 を 持 ち 、一 方 、T 細 胞 株 お よ び 骨 髄 細 胞 株 は 、LPS/TPA と ほ と ん

ど 同 一 で あ る こ と が 示 さ れ た 。さ ら に 、DW34 細 胞 に よ り IL-7 が 誘 導 さ れ る

仕 組 み に つ い て 調 べ 、メ ン ブ レ ン で 仕 切 る こ と に よ り 、ST2 細 胞 と DW34 細

胞 を 非 接 触 で 培 養 し た 場 合 、 IL-7 を 誘 導 す る こ と が で き な い こ と 、パ ラ ホ ル

ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た DW34 細 胞 で も ST2 細 胞 か ら IL-７ を 誘 導 で き る こ
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と か ら DW34 細 胞 の 細 胞 表 面 分 子 に よ り IL-7 が 誘 導 さ れ る 可 能 性 が 示 唆 さ

れ た 。次 に 、ST2 細 胞 と の 共 培 養 で は 増 殖 で き な い が 、こ の 共 培 養 系 に IL-5
ま た は IL-7 を 添 加 す る と 増 殖 す る B 細 胞 株 J1 細 胞 の IL-7 誘 導 能 を 調 べ 、

そ の 結 果 、 J1 細 胞 は IL-7 を 誘 導 で き な か っ た 。 B 細 胞 株 は IL -1aと 類 似 し

た 活 性 を 持 つ こ と か ら 、 DW34 細 胞 は IL-1 を 産 生 す る の に 対 し 、 J1 細 胞 は

IL-1 を 産 生 し て い な い の で は な い か と い う 仮 説 の 下 に 、 2 つ の B 細 胞 株 の

IL-1 の 発 現 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 DW34 細 胞 は IL-1bを 発 現 し て い る の に 対

し 、J1 細 胞 は 発 現 し て い な か っ た こ と か ら 、DW34 細 胞 の IL-7 誘 導 作 用 は 、

DW34 細 胞 の 産 生 す る 膜 型 IL-1bも し く は 膜 に 結 合 し た IL-1bを 介 し て い る

可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 以 上 、 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 の サ イ ト カ イ ン 産 生 誘 導 に 必

要 な シ グ ナ ル に つ い て 検 討 し 、 ス ト ロ ー マ 細 胞 と 造 血 細 胞 の 関 係 が 一 方 向 性

の も の で は な く 、 相 互 に 作 用 し あ う 関 係 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。  
第 3 章 で は 、マ ウ ス リ ン パ 球 に お け る IL-7 レ セ プ タ ー（ IL-7R）の 発 現 と

機 能 に つ い て 明 ら か に し て い る 。高 親 和 性 の IL-7R を 認 識 し 、IL-7 と の 結 合

を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 A7R34 を 作 製 し 、 A7R34 で 細 胞 染 色 を 行 っ

た と こ ろ 、 骨 髄 内 で は 、 sIgM を 発 現 し て い な い 未 成 熟 な B 細 胞 が IL-7R を

発 現 し て い た 。胸 腺 に お い て は 、IL-7R は CD4 － CD8 － 細 胞 お よ び CD4 +、CD8 +

シ ン グ ル ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 に 発 現 し て い た が 、 CD4 + CD8 +細 胞 に は 発 現 し て い

な か っ た 。 末 梢 血 に お い て は 、 CD4 +、 CD8 +シ ン グ ル ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 が 主 な

IL-7R 発 現 細 胞 で あ っ た 。 ま た 、 長 期 B 前 駆 細 胞 培 養 系 に A7R34 抗 体 を 加

え る と 、 B 系 列 の 細 胞 の 増 殖 は 阻 害 さ れ た 。 こ の 結 果 か ら 、 IL-7 は in  v i t ro
の B 細 胞 の 増 殖 に 必 須 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 成 獣 マ ウ ス へ の A7R34 の

投 与 に よ り 、 in  v ivo に お け る IL-7 の 機 能 を 評 価 し た 。A7R34 を 2 週 間 投 与

し た 結 果 、 B 前 駆 細 胞 と 胸 腺 細 胞 の 数 は 減 少 し た が 、 末 梢 に お い て 、 一 定 量

の 成 熟 B 細 胞 と 成 熟 T 細 胞 が 存 在 し た 。 一 方 、 B 細 胞 が 出 現 す る 前 の 胎 生

14 日 か ら 投 与 を 開 始 し た と き に は 、B 細 胞 欠 損 マ ウ ス を 作 製 す る こ と が で き

た 。こ れ ら の 結 果 か ら 、リ ン パ 球 の 寿 命 は 2 週 間 以 上 で あ る こ と 、 IL-7 は マ

ウ ス 骨 髄 お よ び 胸 腺 に お い て 、そ れ ぞ れ B お よ び T 細 胞 の 増 殖 に 必 須 の 分 子

で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 以 上 か ら 、 IL-7R は リ ン パ 球 の 増 殖 分 化 過 程

を 制 御 す る 唯 一 の 受 容 体 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。  
第 4 章 で は 、 マ ウ ス 骨 髄 内 の マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ CFU-M）

の 増 殖 に お け る KIT と FMS の 機 能 的 な 階 層 性 に つ い て 明 ら か に し て い る 。

M-CSF/CSF-1 と そ の 受 容 体 で あ る FMS の 性 状 は よ く 解 析 さ れ て い る が 、骨

髄 内 造 血 で の そ れ ら の 実 際 の 役 割 は は っ き り 分 か っ て い な か っ た 。 そ の 理 由

は 、 こ の シ グ ナ ル 伝 達 系 が 破 壊 さ れ る と 、 骨 髄 腔 が 極 め て 狭 小 化 し 、 骨 髄 内

造 血 が 消 失 す る 大 理 石 病 マ ウ ス を 生 じ る た め 、 造 血 の 場 が 形 成 さ れ な い こ と

に よ る 。 そ こ で 、 造 血 に お け る FMS の 役 割 を 解 明 す る た め に 、 マ ウ ス FMS
を 認 識 し 、そ の 機 能 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AFS98 を 作 製 し 、正 常 骨

髄 内 に お け る そ の 発 現 と 機 能 に つ い て 調 べ た 。そ の 結 果 、FMS +細 胞 は 、成 熟
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お よ び 未 成 熟 な 両 方 の 血 液 細 胞 に 検 出 さ れ た 。 形 態 学 的 に は 、 KIT + FMS － 、

KIT + FMS +、 KIT － FMS +細 胞 は 、 そ れ ぞ れ 中 型 芽 球 、 ア ズ ー ル 顆 粒 含 有 前 骨

髄 球 、 成 熟 単 球 で あ っ た 。 CFU-M は KIT + FMS +細 胞 画 分 よ り 、 KIT + FMS －

細 胞 画 分 に 10 倍 濃 縮 さ れ て い た 。さ ら に 、AFS98 の マ ウ ス 個 体 へ の 投 与 は 、

骨 髄 中 の CFU-M の 増 殖 に 影 響 し な か っ た が 、抗 KIT 抗 体 の マ ウ ス 個 体 へ の

投 与 は 、 CFU-M の 増 殖 を 抑 制 し た 。 KIT + FMS +細 胞 は 、 KIT + FMS－ 細 胞 の 培

養 中 に 自 律 的 に 生 じ た こ と か ら 、骨 髄 中 の ほ と ん ど の CFU-M は 、FMS－ 細 胞

で あ り 培 養 中 に FMS +細 胞 に 分 化 す る 細 胞 で あ る こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら の

結 果 は 、骨 髄 中 に KIT と FMS の 機 能 的 階 層 が あ る こ と を 示 唆 し て お り 、KIT
は CFU-M の 増 殖・維 持 に 主 要 な 役 割 を 果 た し 、一 方 、 FMS は 培 養 中 に KIT
と 共 発 現 し 、M-CSF の 受 容 体 と し て 機 能 す る が 、骨 髄 中 の FMS +細 胞 の 増 殖

に は 、 わ ず か に 係 っ て い る に す ぎ な い こ と を 明 ら か に し た 。  
 第 5 章 で は 、本 研 究 に よ っ て 得 ら れ た 結 論 に つ い て ま と め て い る 。本 研 究

に よ り 、IL-7 は ス ト ロ ー マ 細 胞 依 存 性 の B 細 胞 の 分 化 過 程 で 必 須 の 分 子 で あ

り 、 ス ト ロ ー マ 細 胞 と B 細 胞 の 共 培 養 に よ り ス ト ロ ー マ 細 胞 か ら IL-7 が 誘

導 さ れ 、 B 細 胞 増 殖 が 起 こ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 さ ら に 、 IL-7R の 機 能

を 阻 害 す る 抗 体 を マ ウ ス に 投 与 す る こ と に よ り 、 B 細 胞 の 増 殖 が ほ ぼ 完 全 に

阻 害 さ れ た こ と か ら 、 IL-7 は in  v ivo で も B 細 胞 増 殖 に 必 須 の 分 子 で あ る こ

が 明 ら か に な っ た 。さ ら に M-CSF の 受 容 体 で あ る FMS の 機 能 阻 害 抗 体 を 用

い た 実 験 か ら 、KIT と FMS の 機 能 に つ い て 検 討 し 、KIT シ グ ナ ル 伝 達 系 は 、

CFU-M の 増 殖 ・ 維 持 に 主 要 な 役 割 を 果 た し て い る の に 対 し 、 FMS シ グ ナ ル

伝 達 系 は CFU-M の 増 殖 ・ 維 持 に わ ず か に か か わ っ て い る に す ぎ な く 、 全 て

の 血 液 系 列 細 胞 に 共 通 の 自 己 再 生 維 持 シ ス テ ム で あ る KIT シ グ ナ ル 伝 達 系

を 維 持 す る た め に 必 要 な 造 血 の 場 を 骨 髄 内 に 準 備 す る シ ス テ ム で あ る こ と が

示 唆 さ れ た 。           
 以 上 の よ う に 本 論 文 は 、 今 ま で 不 明 で あ っ た ス ト ロ ー マ 細 胞 依 存 性 の リ ン

パ 造 血 細 胞 の 増 殖 分 化 機 構 の 実 体 を 明 ら か に し た 点 で 高 く 評 価 さ れ る 。 さ ら

に 本 研 究 で 開 発 し た 機 能 阻 害 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 抗 体 を 用 い た in  v i t ro お よ

び in  v ivo の サ イ ト カ イ ン の 機 能 検 証 方 法 は 、 マ ウ ス リ ン パ 造 血 細 胞 の 増 殖

分 化 機 構 や そ の 調 節 機 構 を さ ら に 明 ら か に す る た め の 有 用 な 実 験 系 で あ り 、

こ の 分 野 の 発 展 に 寄 与 す る も の と し て 高 く 評 価 さ れ る 。 よ っ て 本 論 文 は 博 士

（ 理 学 ） の 学 位 論 文 と し て 価 値 の あ る も の と 認 め る 。  
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