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論文内容の要旨

造血幹細胞の周囲には，線維芽細胞，内皮細胞，脂肪細胞，マクロファージなどのストローマ細胞やコラーゲン，

ラミニン，フィブロネクチン，トロンボスポジン，プロテオグリカンなど、の細胞外マトリックス分子が存在している。

ストローマ細胞は，頼粒球・マクロファージコロニー刺激因子 (granulocyte-macrophage colony -stim ula ting 

factor : GM -CSF) などの液性造血因子や幹細胞増殖因子 (stem cell factor : SCF) などの膜結合因子を介して造

血幹細胞の増殖・分化に重要な役割を果たしていると考えられているO 一方，細胞外マトリックス分子は造血幹細胞

や幼若血球の組織への定着に関与していると考えられているが，造血幹細胞の増殖・分化における役割についてはほ

とんど解明されていなし、。本研究では，造血幹(前駆)細胞のクローナルなモデルとしてヒト GM-CSF/SCF 依存

性巨核球性白血病細胞株 (M07E細胞)ならびに各種白血病細胞株を用いて，細胞外マトリックス分子(特にフィブ

ロネクチン [FN]) による造血調節機構について検討した。

【方法ならびに成績】

(1) M07E 細胞の GM-CSF/SCF 依存性増殖における各種細胞外マトリックス分子の影響について 3 H -thymidine 

取り込み法にて検討した。コラーゲンtype 1 , Nは M07E 細胞の GM-CSF/SCF 依存性増殖には有意の影響を示さ

なかったのに対し， FNは濃度依存的に GM-CSF およびSCF による M07E 細胞の増殖を抑制した。 (2)GM-CSF 刺

激による細胞内蛋白 p93のチロシンリン酸化や SCF 刺激による c-kit レセプター・チロシンキナーゼ (KIT) のチ

ロシンリン酸化に FN が及ぼす影響をウエスタンプロット法にて解析した。 FN 添加後も SCF による KIT および G

M-CSF による p93のチロシンリン酸化に変化が認められず， FN は SCF や GM-CSF の受容体への結合や初期シグ

ナル伝達系を阻害しないと考えられた。 (3)造血因子 (GM-CSF /SCF) 存在下でM07E細胞を培養し FN 添加によ

る生細胞数ならびに生存率の時間経過を検討した。 FN により M07E 細胞の生細胞数の増加が抑制され，死細胞の割

合が増加した。また， FN で処理した細胞では GM-CSF や SCF 存在下でも DNA の 1%アガロースゲル電気泳動に

てクロマチン DNA のオリゴヌクレオソーム単位での断片化が認められた。さらに，形態学的にも核クロマチンの凝

縮が認められたので， FN は M07E 細胞のアポトーシスを誘導しその結果 M07E 細胞の造血因子依存性増殖を抑制

したと考えられた。 (4) フィブロネクチンの受容体としてはインテグリン VLA4 と VLA5 が知られている o M07E 細

胞における VLA4 と VLA5 の発現を検討すると，両受容体とも高度に発現されていた。そこで， FN によるアポトー
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シス誘導における両受容体の関与について検討した。 FN による M07E 細胞のアポトーシスは抗 VLA 5 抗体や

GRGDSP ペプチドにより回避されたのに対し，抗 VLA4 抗体やコントロールペプチドである GRGESP ペプチドで

は回避されなかった。 (5)骨髄球系細胞株 (HL60 ， KG 1 , THP 1 , KU812F) ，赤芽球系細胞株 (K562 ， HEL) , T 細

胞系細胞株 (CCRF-CEM ， MOLT-3 , OTL-1) , B 細胞系細胞株 (BALL ， RPMI1 788) について VLA4 ， VL 

A5 の発現および FN の効果を検討した。 VLA4 はすべての細胞株で高度に発現されていた。 VLA5 陽性細胞株で

は程度の差は認められたものの FN によりアポトーシスが誘導され増殖も抑制された。一方， VLA5 陰性細胞株 (0

TL-1 , BALL , RPMI1 788) では FN により軽度増殖が促進されアポトーシスは認められなかった。

【総括】

FN は M07E 細胞のアポトーシスを誘導することにより GM-CSF や SCF による増殖を抑制した。 FN による

M07E 細胞のアポトーシスは抗 VLA5 抗体や GRGDSP により回避された。さらに， FN によるアポトーシスは VLA

5 陽性細胞株のみに認められ， VLA5 陰性細胞株には認められなかった。以上のことより， FN はインテグリン VL

A5 を介してヒト白血病細胞にアポトーシスのシグナルを伝達すると考えられた。

論文審査の結果の要旨

本研究では，造血幹(前駆〉細胞のクローナルなモデルとしてヒト GM-CSF/SCF 依存性巨核芽球性白血病細胞

株 (M07E細胞)ならびに各種白血病細胞株を用いて，細胞外マトリックス分子，特にフィブロネクチンによる造血

調節機構について検討した。

フィブロネクチンは M07E 細胞のアポトーシスを誘導し， M07E 細胞の造血因子依存性増殖を抑制した。フィブロ

ネクチンによる M07E 細胞のアポトーシスは抗 VLA 5 抗体や GRGDSP ペプチドにより回避されるのに対し，抗

VLA4 抗体やコントロールペプチドである GRGESP ペプチドでは回避されなかった。さらに，フィブロネクチンに

よるアポトーシスは各種白血病細胞株の中でもVLA5 陽性細胞株のみに認められ， VLA5 陰性細胞株は認められな

かった。以上のように，フィブロネクチンがインテグリン VLA5 を介してヒト白血病細胞にアポトーシスのシグナ

ルを伝達することが初めて明らかになった。

本研究はフィブロネクチンが現在まで知られていたように造血幹細胞の接着に関与するだけでなく，造血幹細胞の

増殖を負に制御している可能性を示唆する重要な研究であり，学位授与に値すると考えられるO
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