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3.今後の研究計画

純 化 されたマウス造血幹細 胞 と 胎 生 期 の Megakaryocyteの

c DN Aラ イ ブ ラ リ ー よ り、造血幹細胞自己複製因子受容体の

c D N Aをバインデイング法 等 を 用 い て 単 離 す る ζ とより、造血

幹、細胞の自己複製機構を明らかにする。 また、マウス胎生期

にお け る造血に、 M e g a主aryocyteがPJateletに分化し易い こ

とより、 Mega主aryocyteがPlateletに分化機構に関する遺伝

子 を単離する.
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研究テーマ:マウス胎生期造血幹細胞の自己複製機

構の解析と一次造血における造血の解析
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要旨:マウスの de f i n i t i v e h e m a t 0 P 0 i e si sの起源となる造

血幹細胞は、胎生 10 . 5日マウスの

a 0 r: t s -g 0 .n a d -m e S 0 11 e p .h r 0 S ( A G M )領域で著明に増幅された

後胎児肝ヘ移動することより、この時期の AGM領域にはマウス

造血幹細胞の自己複製を支持する分子を発現する細胞が存在す

ると考えられる.胎生 10 . 5日マウスの AGM領域より細胞を分

離、長期培養することにより、細胞株 AGM-Sl.2 と3を樹立し

た。純化された造血幹細胞を樹立された細胞株と共培養し、造

血幹細胞の増殖を支持する機能を有する細胞株を選別し、最終

的には培養造血幹細胞の造血再構築能を i.n vivo移植実験にお



いて検討することにより、細胞株 AGM-S3の造血幹細胞の自己

複製支持能を確認した.

また、マウス胎生期造血においては、卵黄嚢に発生する一次造

血と胎児肝を中心とする二次造血は、それぞれ性状の異なる

Erythrocyte， Macrophage， Lymphocyteを有することがし

られているが、 Megakaryocyte，Plateletについては明らか

にされていない.それて我々は、マウス胎生期における 造血
. . 

について、特殊な Mega主aryocyte，Plateletを発見し、その

特性を characterした。

Key words: 造血幹細胞.自己複製 ，H'台生期造血，巨核球

目的:造血幹細胞の自己複製は、基本的な生命現象のひとつで

ある造血の根幹をなす現象であるばかりでなく、細胞の増殖、

分化、死の本態とも関わる重要かつ本質的な問題であります。

zと+".. 
d- I、.、 現在行なわれている骨髄移植療法において解決しなけれ

ばならない課題のひとつは、 ドナーが体格の小さな女性あるい

はこどもである場合のように、必要とされるヒト造血幹細胞の



採取が困難な場合の移縫造血幹細胞の確保の問題です。この問

題の解決のためには、ヒト造血幹細胞の増幅法の確立が重要と

考えらます。ヒト造血幹細胞の生体外での増幅法が確立されれ

ば、幹細胞移植に必要な幹細胞数の少なくすることができ、造

血幹細胞の採取を簡単にし、骨髄提供者の安全性の確保のため

にも有益です。また、ヒト造血幹細胞を標的細胞とする遺伝子

治療においても、遺伝子の導入効率を高めるための有効な手段
， 

となります.

また、多くの出血病の原因は、 Megakaryocyteが Platc:let

に分化障害である。マウス胎生期造血においては、卵黄嚢に発

生する一次造血と胎沼肝を中心とするこ次造血は、それぞれ性

状の異なる Erythrocyte， Macrophage， Lymphocyteを

有することがしられているが、 Megakaryocyte， Plateletに

ついては明らかにされていない。それて我々は、マウス胎生期

における造血に、 Megakaryocyteが Plateletに分化し易いこ

とを発見した。

方法と結果:造血幹細胞は胎生 10 . 5日AGM領域に発生し.著



明に増幅することより、この領域には造血幹細胞増幅因子が発

現されている可能性が示唆される。我々は造血発生や造血幹細

胞の増幅機構を明らかにするために、胎生 10 . 5目胎仔マウスの

AGM領域よりストローマ細胞株、 AG M-

S3を樹立した. flowcytometryによる解析では、 AGM-S3

細胞は VCAM・1、 CD 1 3、 Sc a・1を発現していた。 AGM-S3細

胞はマウス骨髄細胞中の Li.a・ c-Kit+Sca・1+細胞からのコロニ

ー形成細胞および CF U -Sの産生を支持した。またヒト CD 3 4 

+細胞との共培養では、混合コロニー形成細胞を含むコロニー形

成細胞の著明な増幅が認められ、特に CD34+CD38・細胞との

共培養では、培養 6週間後でも多数の混合コロニー形成細胞が

認められた。更に NOD/SCIDへの移権実験により、ヒトの長期

造血再構築能を有する細胞は AGM-S3細胞上で 4週間維持され

ることが示された。 RT-PCRによる各種サイトカインの発現の

検討では、 AGM・S3細胞は SCF、1L・6、 OSMを発現していた.

また、マウス胎児の卵黄嚢、胎児肝及び成体マウスの骨髄細胞

を種種のサイトカイン存在下で培養し、形成されるコロニーを

検討した. Megakaryocyte， Erythrojdを含む混合コロ乙ー



中の Erythroidグロビンを RT-PCRをもちいて検討した.

胎体 7.5日の卵黄嚢からは、 多 数 の Megakaryocyteコロニー

及び Megakaryocyteコロニ ーを含む混合コロニーが形成され

たが、怪か らのコロニー形成が認められなかった。コロニーに

含まれるむ Megakaryocyteは、成体マウス骨髄細胞から形成

されるコロエーと比較して、大型で.，成熟傾向が強かった.ま

た、 Megakaryocyte、 Erythroidを含む混合コヒfニー中の

E rタthroidは、 RT-PCRにより陸型 E:rythroidであることが

証明されだ.この一次造血由来 Me g a主aryocyteコロニーは、

種種 の サ イトカインにたいして高い感受性をしめした。胎生

1 3 . 5胎児肝 及 び 成 体 マ ウ スの骨髄細胞から形成されるコロニー

には、一次造血由来 Megakaryocyteコロニーはほとんご含ま

れ ていなかった.

考査:樹立された造血幹細胞の自己複製支持能を有する細胞

株 AGM-S3より c0 N Aライブラリーを作製し、線維芽細胞を 用

いた発現クローニング法により造血幹細胞自己複製因子の

c DN  Aを単離しました。また、前述の FACSセルソーターによ



り純化されたマウス造血幹細胞の cDN  Aライブラリーより、造

血幹細胞自己複製因子受容体の cD N Aをパインディング法等を

用いて単離することより、造血幹細胞の自己複製機構を明らか

にするとそれをヒト造血幹細胞の増幅.に応用するに、大きな影

響があると考えられる. また、マウス胎生期における造血に、

Megakaryocyteが Plateletに分化し易いことより、多くの出

血病の根治には、有用と考えられる. M e:gakaryocy-teが

Plateletに分化機構を明らかにするにも有用と考えられる.
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