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論文内容の要旨

【目的】

マウス匪性幹細胞 (ES 細胞)は着床前の匪盤胞の内部細胞塊より樹立された発生研究に有用な cell line であり，

その多分化能の維持は唯一 leukemia inhibitory factor (LIF) により担われていることが知られていた。 gp130 は

IL-6 レセプター(IL- 6 R) に会合する信号伝達鎖として同定され， IL-6 が同レセプターに結合すると gp130 同志の

ホモダイマーを形成することが明らかとなった。近年， LIF , ciliary neurotrophic factor (CNTF) および oncosta­

tin M (OM) 刺激により，細胞表面上の LIF レセプター (LIFR) と gp130 がヘテロダイマーを形成することが発見

された。これら gp130 を含むホモおよびヘテロダイマー化が各々のサイトカインの信号伝達の引き金になると考え

られている。また，この gp130 共有の概念は，サイトカインに特徴的な機能の重複性を説明するよいモデルとなって

いる O 本研究において， IL-6+可溶性 IL-6R (sIL-6R) 刺激により形成される gp130 のホモダイマーが， ES 細胞(通

常 IL-6R- で Iし6 非応答性)に対して多分化能の維持という点において， LIF 刺激によって形成される gp130-LIFR

ヘテロダイマーと同等に作用するか否かを検討した。さらに，後者のヘテロダイマー化を誘導する別のサイトカイン

である OM， CNTF についても ES 細胞への効果を調べた。

【方法ならびに結果】

1. IL-6 + sIL-6R 存在下で培養した ES 細胞は未分化状態に維持されているO

IL-6 + sIL-6R 存在下で ES 細胞を培養し，幹細胞マーカーであるアルカリフォスファターゼ (ALP) 活性を調べた

ところ， LIF 存在下と同様に ALP 活性陽性のコロニーを形成した。もうひとつの幹細胞マーカーである stage-speci­

fic embryonic antigen-1 (SSEA-l)の発現を IL-6+ sIL-6R 存在下で，免疫化学的に解析したところ， LIF 存在下と

同様にその発現は保持されていた。また，形態学的にもそのコロニーは未分化状態に特徴的なコンパクトな細胞を呈

しており， LIF 存在下での ES 細胞の形態と同様であった。また， ES 細胞の増殖に対する効果をみるため LIF，およ

び IL-6+ sIL-6R 存在下で同細胞の 3日ーチミジンの取り込みを調べたところ両者間に差はなく同等の増殖を示した。

他の gp130 共有サイトカインである OM， CNTF 刺激によっても同様の結果を得た。

2. IL-6 + sIL-6R 存在下で継代培養した ES 細胞は多分化能を有しキメラマウスの形成に至る。

クローン化した ES 細胞を IL-6 十 sIL-6R 存在下で培養し 20-30 継代後 C57BL/6 の匹盤胞に注入し MF-1 の偽妊

娠マウスの子宮に戻したところ正常に発生したキメラマウスが生まれた。そのキメラマウスにおいて， ES 細胞由来
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の glucose phosphate isomerase (GPI) isozyme の割合を調べたところ，注入された ES 細胞はキメラマウスの各器

官において正常な発生を示した。

3. IL-6 + sIL-6R 刺激により ES 細胞は LIF の転写産物を誘導しない。

IL-6 + sIL-6R 刺激による ES 細胞の分化抑制能が LIF を介していないことを証明するため， ES 細胞を LIF および

IL-6 十 sIL-6R 存在下で培養し， LIF 転写産物の発現を RNase プロテクションアッセイで調べたところ，共に低レベ

ルの発現のみを示し差はなかった。これにより ES 細胞の多分化能の維持における IL-6+ sIL-6R の効果は LIF の発

現を介した二次的なものではなく直接作用であることがわかった。

4. ES 細胞における IL-6+ sIL-6R の作用は gp130 分子単独との会合およびチロシンリン酸化を介しており， LIFR 

は関与していない。

IL-6 + sIL-6R 複合体が実際に ES 細胞において gp130 と会合しているかどうかを調べるため， 35S_ メチオニンでラ

ベルした ES 細胞を IL-6+ sIL-6R で刺激後 NP40 で可溶化し抗 IL-6R 抗体で免疫沈降したところ， gp130 のバンドの

みを検出した。また， ES 細胞を， IL-6 + sIL-6R あるいは LIF にて刺激し， NP40 で可溶化後，抗 gp130 抗体で免疫沈

降し，抗フォスフォチロシン抗体でウエスタンプロッ卜したところ， IL-6 + sIL-6R 刺激では gp130 のみのチロシンリ

ン酸化が認められたのに対し， LIF 刺激では gp130 以外に約 190kD のタンパク(おそらくは LIFR) もチロシンリン

酸化されていた。

【結論ならびに考察】

LIF は ES 細胞の多分化能を維持するのに重要で唯一の分子であると考えられてきた。本研究において， IL-6+sIL-

6R 刺激のような gp130 ホモダイマーを誘導する刺激によっても (LIFR が関与しないにも関わらず) LIF 刺激と同

様に ES 細胞において多分化能を維持することが明らかとなったo in uitro の LIF の ES 細胞への効果から，かつて

LIF が初期臨の発生において重要な役割を果たしていると推定されていたが，最近 LIF ノックアウトマウスが報告さ

れ，その発生が正常であったために m uwo では幹細胞の維持が別のメカニズムで行われているか，あるいは生体内

では LIF にかかわる因子が存在するかのいずれかが示唆され，後者については本研究の成果により gp130 を共有する

サイトカインすなわち IL-6+sIL-6R ， OM および CNTF の関与が推測された。

論文審査の結果の要旨

マウス腔性幹細胞 (ES 細胞)はマウス匪発生を仇 uitro で解析するシステムに大変好都合であり，この細胞の多

分化能の維持は唯一 leukemia inhibitory factor (LIF) によってのみ担われていることがこれまでの知見であった。

本研究は in uitro および m uwo の実験系をもちい， interleukin-6 (IL-6) +可溶性 IL-6 受容体の刺激によって形成

される gp130 のホモダイマーが， LIF 刺激によって形成される gp130 と LIF 受容体のヘテロダイマーと同様に ES 細

胞における多分化能の維持に導きうること，さらには，後者のヘテロダイマー化を誘導する別のサイトカインである

oncostatin M (OM) や ciliary neurotrophic factor (CNTF) でも同様の効果があることを明らかにしたものであ

る。かつて，初期怪発生において重要な役割を果たしていると考えられていた LIF のノックアウトマウスが報告され

たが，正常に発生したためその役割に疑問が投げかけられていたが，本研究の成果により LIF 以外にも gp130 を信号

伝達蛋白として共有するサイトカインである IL-6+可溶性 IL-6 受容体， OM および CNTF が匪性幹細胞の維持とい

う機能を果たしうるという知見が得られた。さらには，これらの遺伝子の異常が生殖細胞や腔発生の異常に関与して

いることも予想され，不妊等の原因の解明にもつながる発展性をもつものと期待される。よって，本研究は学位論文

に値するものと認められる。
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