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論文内容の要旨

【目的】

CD34分子は分子量約110Kd の細胞膜貫通型蛋白で，血管内皮細胞，血管由来の腫虜細胞， in vivo で造血を再構築

しうる未熟な血液細胞において発現していることが知られている。 CD34分子は血管新生過程において血管内皮細胞

の接着や遊走に関与しているという可能性や，血液細胞と血管内皮細胞がこの分子を homophilic な接着分子として

利用して互いに接着するという可能性が考えられている o 最近マウスCD34分子の cDNA が分離された。血管内皮細

胞による CD34mRNA の発現が血管新生に伴って誘導されるかどうかを調べるために，マウスの胎仔発生，創傷治癒，

腫蕩増殖の過程において CD34mRNA の発現をノーザン・プロット法と in situ ハイブリダイゼーション(ISH) 法

により解析したo 又種々の造血組織に対して ISH 法を行って， CD34分子が血液細胞と血管内皮細胞との間で

homophilic な接着分子として使われているかについて検討した。

【方法ならびに成績】

1 )主要な方法

CD34mRNA の発現レベルを調べるためにノーザン・プロット法を， CD34mRNA 発現細胞を同定するために ISH

法を用いた。ノーザン・プロット法ではランダム・プライミング法による担P 標識 DNA プローブを， ISH 法では m

vitro トランスクリプション法による Digoxigenin 標識一本鎖 RNA プロープを用いた。以下の実験では採取した組

織は全て二分割し一方は RNA の抽出に，もう一方は組織学的検索に用いたo 組織学的検索のための組織は 4%

paraformaldehyde 固定の後パラフィン埋包し，連続切片を作成した。隣り合う切片を H&E 染色と ISH 法に用い，

互いの比較によりシグナルの局在を決定したo

2) マウスの発生過程における CD34mRNA の発現

種々の発生段階にある胎仔，胎盤，腎臓，肺臓，肝臓を摘出し，ノーザン・ブロット法により CD34mRNA の発現

レベルを調べた。胎仔全体，胎盤では胎生期を通じて(胎生10 ， 14, 18 日) CD34mRNA の強い発現が認められた。

腎臓，肺臓でも胎生18日には強い発現が認められたが，生後その発現は減弱し，生後 5 週では検出限界レベルとなっ

た。一方，肝!苛における CD34mRNA の発現は胎生期においても腎臓，肺臓よりもかなり弱く，生後 2 週でほとんど

検出されなくなった。 ISH 法によると胎仔全体，胎盤，腎臓，肺臓における CD34mRNA 発現細胞は血管内皮細胞で

あり，発生の進行とともにその発現の程度は低下していった。背部大動脈での発現は胎生 8 日から認められたが，血



管内皮細胞の前駆細胞が存在すると考えられる頭部間葉にはシグナルは検出されなかった。胎仔肝臓における

CD34mRNA 発現細胞は造血細胞であり 肝細胞索の血管内皮細胞は CD34mRNA を発現していなかった。胎生期の

腎臓，肺臓の血管内に存在する未分化な血液細胞では CD34mRNA 陽性シグナルは検出されなかった。

その他の造血組織における CD34mRNA の発現をISH 法により検討した。胎生 8 日の血島には CD34mRNA 陽性

シグナルは検出されなかったが，胎生 9 日の卵黄嚢においては血管内皮細胞ではなく造血細胞に CD34mRNA が強く

発現されていた。骨髄では胎生期(胎生18 日) ，出生時，成獣時のいずれにおいても CD34mRNA 陽性シグナルは検

出されなかったo

3) 成獣における CD34mRNA の発現誘導

ノーザン・プロット法によるとマウス成獣の皮膚では微量の CD34mRNA の発現が検出されたが， ISH 法では

CD34mRNA 陽性シグナルは検出されなかったo そこで，成獣に血管新生を引き起こすことによって CD34mRNA の

発現が誘導されるかどうかを検討した。そのために 2 種の実験を行ったo 先ず，マウス成獣の背部皮膚全層を打抜く

(径 6 mm) ことにより創傷を作成し，その後 1 日から 8 日において創傷をその周囲の皮下組織とともに採取した。次

に，去勢雄マウス成獣の背部皮下にアンドロゲン依存性のシオノギ癌115 (SC115) の腫蕩片を移植した。テストス

テロンの連日皮下注により腫蕩増殖を誘導し移植後16日で腫蕩を周囲皮下組織とともに摘出した。ノーザン・ブロッ

ト法では創傷作成後 3 日から 6 日において CD34mRNA 発現の有意な上昇が観察され 腫蕩組織でも同様に

CD34mRNA の非常に強い発現が検出された。 ISH 法では肉芽組織内の小血管の内皮細胞及び腫蕩周囲に発達した腫

蕩栄養血管網の内皮細胞に CD34mRNA 陽性シグナルが検出された。

【総括】

1 )血管内皮細胞によるマウス CD34mRNA の発現は血管系の発生の時期に高いレベルを示した後に，成熟とととも

に減弱したが，成獣においても血管新生が誘導されると再び著しい上昇を示した。この様な CD34mRNA の発現様式

は， CD34分子が血管新生に重要な役割を果たしているとの考えを支持するものであったo

2 )胎仔肝，卵黄嚢，骨髄における CD34mRNA の発現様式は， CD34分子が血液細胞と血管内皮細胞との間で

homophilic な接着分子として使われている可能性について肯定するものではなかった。

論文審査の結果の要旨

CD34分子は免疫組織化学的な研究により血管内皮細胞及び未熟な血液細胞の細胞表面に発現されていることが知

られており，血管新生過程における血管内皮細胞の接着，遊走への関与や，血液細胞と血管内皮細胞との聞の

homophilic な接着分子としての機能が想定されているo 最近マウスCD34分子の cDNA が分離されたので，ノーザン・

ブロット法により CD34mRNA の発現レベルの経時的変化を， in situ ハイプリダイゼーション法によりその発現の

局在を解析し，現在想定されているCD34分子の機能について検討した。マウス胎仔発生過程においては CD34mRNA

は腎臓，肺臓等種々の臓器の血管内皮細胞により強く発現されていた。その発現の程度は生後の成熟とともに減弱し

たが，成獣においても創傷治癒，腫蕩増殖，胎盤形成により血管新生が誘導されると再び著しい上昇を示した。一方，

卵黄嚢及び胎仔肝臓における CD34mRNA 発現細胞は未熟な血液細胞であり，卵黄嚢内及び肝臓類洞の血管内皮細胞

は CD34mRNA を発現していなかった。この様な CD34mRNA の発現様式は， CD34分子が血管新生に重要な役割を

果たしているとの考えを支持するものであったが， CD34分子が血液細胞と血管内皮細胞との間で homophilic な接着

分子として使われている可能性について肯定するものではなかった。本研究により CD34遺伝子発現様式が明らかと

なり， CD34分子の生物学的意義理解の一助となったので，これは学位論文に値するものと考えられるo
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