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論文内容の要旨

免疫系で中枢的な役割を果たしている T細胞は血球系幹細胞に由来し、胸腺内で分化・増殖することが知られてい

る o マウスでは大動脈・生殖隆起・中腎領域で発生した血球系幹細胞は、胎児肝臓を経て胎児胸腺に移入すると考え

られている。この移入過程ではサイトカインやケモカインなどの可溶性因子と共に、様々な接着分子が関与している

と考えられている。

これまでに行われてきた胸腺再構築実験では、フローサイトメトリーによる解析が中心であったために、解析には

一定数以上の細胞を必要とした。このため、例えば血球系幹細胞の胸腺への移入過程など、ごく少数の細胞のみが関

与している T細胞分化の初期過程を解析するには困難が伴う。また、細胞の分布や動態を解析する実験には骨髄移植

法が広く用いられてきた。この場合にも、 ドナー由来の細胞とホスト由来の細胞を区別するために、 Ly-5や Thy-l

などのアロタイプマーカー抗原に対する免疫組織化学染色が必要であった。

オワンクラゲより単離された Green Fluorescence Protein (GFP) は緑色の蛍光を発する。阿部らによって作製

された GFP トランスジェニックマウス (GFP マウス)は、 EGFP (enhanced GFP) をトランスジーンしたマウス

である。このマウスは、リンパ球を始めとする多くの細胞が GFP 陽性である。本研究では GFP マウス胎児肝臓ま

たは成マウス骨髄由来の血球系幹細胞を用いて、胸腺再構築実験を行った。この実験系では、血球系幹細胞の胸腺へ

の移入過程を、 GFP の蛍光を検出することにより視覚的に捕えることが可能である。

本研究室では、これまでに GFP マウスを使用し、胸腺への接着と胸腺内への侵入にかかわる接着分子を解明して

きた。その結果、接着分子の抗体による機能阻害による実験で、接着分子がT前駆細胞の胸腺内移入に重要な役割を

果たしていることが示された。

すなわち、 VLA-4や VLA・6のようなインテグリンは、前駆細胞が胸腺葉に接着する段階に働き、また、 CD44分

子は、接着後の侵入の過程に働くことが明らかになった。

また、 T前駆細胞の由来によって移入に関わるインテグリンの種類が異なることも示された。

これまでに、リンパ球の炎症部位への血管外遊走には接着分子とともにケモカインなどの可溶性因子が重要な働き

をしていることが示されている。また、血球系幹細胞の胸腺移入においても接着分子が重要な働きをしていることも

示された。

そこで本研究では、 T前駆細胞の胸腺内移入に関わっている可溶性因子、ケモカインを検索した。私が注目したケ
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モカインは stromal cell derived factor-1 (SDF-1) である。 SDF-1は未分化造血幹細胞を遊走させる。 TECK にも

その機能はある。しかし、胎齢18 日の胸腺をストローマ細胞と胸腺細胞に分離し、様々なケモカインの mRNA レベ

ルを検討した結果、 TECK は胸腺ストローマ細胞にも胸腺細胞にも mRNA レベルで確認されるが、 SDF-Uま胸腺ス

トローマ細胞のみで mRNA が発現されていた。胎児胸腺の初期形成段階では、胸腺細胞が存在しない状態でT前駆

細胞が胸腺に遊走すると考えられるo したがって、胸腺ストローマ細胞のみが産生するケモカインが、 T前駆細胞の

胸腺への遊走に深く関わっていると考えられる。事実、 SDF-1β によって、胎児胸腺への T前駆細胞の migration

が促進され、抗 SDF-1抗体により、その migration が阻害された。 SDF-1 と CXCR4の相互作用がT前期細胞の胸腺

への migration に重要であることが示された。

成熟マウス骨髄由来T前駆細胞と胎児肝臓由来T前駆細胞の移入効率は、胎児肝臓由来の方が約 3 倍高かった。こ

れは、胎児胸腺に胎児肝臓由来の T前駆細胞が移入することは、生理的に当然の現象であるが、胎児胸腺に成熟マウ

ス骨髄由来の T前駆細胞が移入することは、生理的にあり得な L、。これらの理由で骨髄由来の T前駆細胞の移入効率

が胎児肝臓由釆のT前駆細胞に比べ低いのかもしれな L 、。また、骨髄由来T前駆細胞と胎児肝臓由来T前駆細胞では、

胸腺に接着、侵入する際に異なる接着分子が関与することが原因かもしれなし、。しかし、再生医学な応用を考えると、

胎児肝臓細胞を手に入れることは困難であり、成人骨髄細胞を手に入れることの方が容易である。したがって、成熟

マウス骨髄由来の T前駆細胞を用いた場合にも、 SDF-1が胸腺への migration に重要な役割を果たしていることは、

将来の再生医学的応用に有益な結果である。

生体内で SDF-1の効果により、 c-kit+細胞が胸腺内へ移入した後、どのように胸腺は成長していくのか。成熟した

胸腺は、皮質と髄質に区別される。 GFP+c-kit+細胞が移入した胸腺を、胸腺再構築実験法で培養しても、種々のマー

カー抗原の消長を伴って、 T細胞分化は正常に起こっているが、皮質と髄質の形成を判断することは困難であった。

さらに、胎齢14日の胸腺をそのまま器官培養しても、 in vitroでは、髄質が生体内と同じように形成されることはな

かった。このように、詳細は示さないが、 in vitroで胎児胸腺が皮質と髄質を形成していくプロセスを見出す試みは、

全て失敗した。

一方、 GFP 陽性の骨髄を成熟リンパ球欠損マウスである scidに移入した実験では、髄質に GFP 強陽性のリンパ球

が観察された。このように、 in 川roでは髄質の形成は観察されないため、生体内における胸腺成長を免疫組織化学

的手法により、 in vivoで評価することを試みた。

その結果、胎齢13 日 --14 日で、胸腺髄質、胸腺皮質が染め分けられるが、 MHC クラス 1 (Qa-2) 、 MHC クラス

n CI-Ab) によって染色される機能的な髄質に分化する時期は、胎齢14 日以降であると考えられた。胸腺ストローマ

細胞の分化・増殖とともに、 T前駆細胞の胸腺内移入・分化・増殖が促進され、成熟胸腺へと成長する。しかし、

scidマウス、 IL-7R 欠損マウスの胸腺髄質、胸腺内 CD4/8の割合、胸腺細胞数の観察から、胸腺髄質とリンパ球分化

は独立した現象であることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

T細胞は血球系幹細胞に由来し胸腺内で分化・増殖する。マウスでは、大動脈・生殖隆起・中腎領域で発生した血

球系幹細胞は、胎児肝臓を経て胎児胸腺に移入するが、この移入過程ではサイトカインやケモカインなどの可溶性因

子と共に、様々な接着分子が関与していると考えられているo これまで行われてきた胸腺再構築実験では、フローサ

イトメトリーによる解析が中心であったために、解析には一定数以上の細胞を必要とした。このため、例えば血球系

幹細胞の胸腺への移入過程など、ごく少数の細胞のみが関与している T細胞分化の初期過程を解析するには困難を伴

う。本研究では、少数の細胞移動を検出するために GFP transgenic (G FP) マウスを用い、前駆細胞の胸腺への接

着と胸腺内への侵入にかかわる分子を解明することを目的とした。また進入後の胸腺形成の過程を種々変異マウスを

用いて免疫組織化学的に解析した。

(1)胎児胸腺形成期に働く可能性があるケモカインについて、 RT-PCR 法で検索した結果、 SDF-1β と TECK を検出

した。しかし TECK は胎児胸腺細胞、ストローマ細胞両方が発現するのに対し、 SDF-1β は胸腺ストローマ細胞の
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みで発現していた。

(2)SDF-1β の受容体である CXCR4の mRNA は、両方に発現が認められた。

(3)胎児胸腺培養で、 SDF-1β は T前駆細胞の移入を促進し抗 SDF-1抗体は阻害した。

(4)胸腺の成熟は髄質形成が指標となるが、マウス胎児胸腺を器官培養しても、 in 山，.0では髄質形成は認められなかっ

た。そこで胸腺の成長過程を免疫組織化学的手法により、 il1 vivoで評価した。胎齢13 日 --14日で、胸腺髄質が検出で

きた。

(5)MHC 分子の検出は、髄質形成に少し遅れて、胎齢14日以降で可能になった。

(6)scidマウス、 IL-7R 欠損マウスの胸腺髄質の観察から、髄質形成とリンパ球分化は独立した現象であることが示唆

された。

以上本研究は胎児胸腺器官培養法を駆使して、 T前駆細胞が胸腺内に進入するときに働くケモカインが SDF-1β

であること、また種々の変異マウスを用いた胸腺形成の免疫組織化学的検索によって、胸腺髄質形成と機能的リンパ

球分化とは独立した事象であることを明らかにした。これらの成果は、胸腺形成の分子機構を明らかにしていくうえ

で貴重な知見であり、薬学博士の学位を授与するにふさわしいものと考えるo
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