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論文内容の要旨

【目的】

B リンパ球の発生・分化は胎生期は肝臓で、成体では骨髄で行われ、造血幹細胞からの分化過程においてこれら造

血臓器の微小環境で・の環境因子が必須であると考えられている。 B細胞造血に必須の代表的なサイトカインの一つで

ある Inter leukin 7 (IL-7) を含め、これまでの最も未分化な段階の B前駆細胞に必須である環境因子は不明である。

一方、ケモカイン SDF-1/PBSF 及びその受容体 CXCR4 は長津らによりストローマ細胞依存性プレ B細胞株 DW34

の Stem Cell Factor (SCF) 、 IL-7 による増殖を促進する因子及びその生理的受容体として同定された。これらの分

子の遺伝子欠損マウスは胎生致死であり胎児肝でプロ B細胞が減少していること及びホモ接合体胎児肝細胞を骨髄移

植した成体マウス骨髄においてドナー由来の全 B細胞数が減少していることからこれらの分子が B細胞造血に必須で

あることは示されているが、 B リンパ球の分化段階のうちどの段階がその標的であるかは不明である。そこで我々は

成体骨髄及び胎児肝の最も未分化な B 前駆細胞の発生における SDF-1 および CXCR4 の役割を検討すると共に、

SDF-1 の生理的標的細胞の同定を試みた。

【方法ならびに成績】

CXCR4 欠損マウスは胎生致死であるため、成体骨髄における B 細胞造血の解析には Ly5.2 アロタイプを持つ

CXCR4 欠損胎児肝細胞を放射線照射した Ly5.1野生型マウスに移植し造血を再構築させたキメラマウスを用い、移

植した造血幹細胞による造血が定常化する移植後16週以上経過後にドナー由来の造血の再構築をフローサイトメトリー

にて解析した。その結果、 CXCR4 欠損胎児肝細胞を移植したマウスの骨髄では多分化能前駆細胞が濃縮された分画

である分化抗原陰性 c-kit 陽性 Scal 陽性細胞は対照とほぼ同程度に再構築されたのに対し、骨髄の B 細胞分画の再

構築は著明に障害されていた。次に B前駆細胞分画についてさらに詳細に解析した。成体の B細胞造血においては、

最も早期の分化段階の前駆細胞として複数のグループより B細胞系列特異的な抗原である B220を発現するが CD19

が陰性の異なる分画が報告されている。しかし CXCR4 欠損キメラマウスでは B前駆細胞分画のすべてが対照と比較

して著明に減少していた。一方、胎児肝においては、 B 前駆細胞の解析は進んでおらず B220及び CD19が共に陽性

のプロ B細胞は同定されていたもののこれより早期の B前駆細胞分画は同定されていなかった。近年、京都大学桂教

授らのグループにより MLP アッセイ法を用いて胎生12 日目から出現する分化抗原陰性 IL-7 受容体陽性の細胞分画

に B前駆細胞および T/NK 前駆細胞 (p-T/NK) が濃縮されることが報告された。そこで我々は今回新たに抗 CD19
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抗体及び AA4.1抗体を用いその 1L-7 受容体陽性細胞から B 前駆細胞が高度に濃縮された分画を同定した。この分画

は B220陰性 CD19陰性 AA4.1陽性 1L-7 受容体陽性で B細胞特異的遺伝子を有意に発現するが CD19陽性のプロ B 細

胞よりも胎生期の早い時期に出現し B220陽性 CD19陽性のプロ B細胞で見られる免疫グロプリン遺伝子座の VDJ 組

換えが見られないことから、このプロ B 細胞より未分化な B 前駆細胞と考えられた。 SDF-l 欠損及び CXCR4 欠損

マウスの胎児肝では野生型に比較し多分化能前駆細胞数及び 1L-7 受容体陽性分画中の p-T/NK の細胞数はほぼ同様

に見られるのに対し、 CD19陽性プロ B 細胞に加えこの CD19陰性 B 前駆細胞分画の発生も著明に障害されていた。

一方 B 細胞造血に必須であることが示されているサイトカインである 1L-7 の欠損マウスでは CD19陽性プロ B細胞

の減少は認められるが、この CD19陰性 B前駆細胞は野生型とほぼ同様に見られた。

さらにこの CD19陰性 B前駆細胞および p-T/NK の SDF-l、 SCF、 1L-7 に対する反応性を in vitro で調べたとこ

ろ、両分画とも SDF-l に対し遊走活性を示したが、 B 前駆細胞のみ 1L-7 と SDF-l ある L 、は SCF と SDF-l の組み

合わせに対し特異的に生存促進活性を示した。

【総括】

成体骨髄において最も早期の B前駆細胞分画の候補がこれまで複数のグループから報告されているが、どれが B細

胞造血の主たる生理的な分化系列上の前駆細胞かは明らかではなかった。我々は胎児肝において経時的に発生段階を

解析することにより生理的な B 前駆細胞と考えられる分化抗原陰性の分画を同定した。 SDF-l は骨髄及び胎仔肝に

おいてこれら系列決定直後の最も未分化な B前駆細胞の発生に必須のサイトカインであることが明らかになった。ま

た SDF-l はこれらの最も未分化な B前駆細胞に必須であることが示された最初のサイトカインである。 SDF-l は白

血球に対して遊走誘導活性を示すサイトカインとされるケモカインファミリーのメンバーである。これまでケモカイ

ンは主に炎症部位への白血球の遊走あるいは免疫反応時の座中心でのリンパ球の移動に必要なサイトカインと考えら

れてきたが、今回得られた知見はケモカインが生理的な B細胞造血の極早期の段階で必須の役割を持つことを示すも

のでありケモカインの機能に新たな一面を加えるものである。さらに近年、造血環境内での前駆細胞の移動あるいは

造血幹細胞、前駆細胞固有の Niche の存在が提唱されている。 SDF-l は極早期の B前駆細胞に対し高い遊走誘導活

性を示したことから造血臓器内でのこれら前駆細胞の Niche への移動を制御している可能性が示唆される。したがっ

て本研究により血球の発生における新しい環境因子による制御機構の存在が示唆される。

論文審査の結果の要旨

本研究は B リンパ球の初期造血におけるケモカイン SDF-l/PBSF 及びその受容体 CXCR4 の役割に関するもので

ある。これまで、その分子的基盤が明らかでなかった B リンパ球発生の初期段階を支持する環境因子に関し、本研究

では遺伝子欠損マウスを用いた成体及び胎児での B リンパ球造血の詳細な解析により SDF-l の B リンパ球造血にお

ける生理的標的細胞の同定し、系列決定直後の極早期の段階の B リンパ球前駆細胞に対する SDF-l の役割を明らか

にした。特に胎児肝での解析においてはこれまで同定されていなかった極早期の B リンパ球前駆細胞集団を純化し同

定するとともに、それらの細胞に対する SDF-l の生物学的活性についても in vitro で解析がなされている。これら

の結果より SDF-l が系列決定直後の B リンパ球前駆細胞を標的とし、それらの細胞の発生に必須の役割を持ってい

ることが明らかになった。本研究により生理的な状態での早期の血球発生段階でのケモカインの機能が示され、ケモ

カインの機能の新たな側面が明らかになった。また、 SDF“ l に対する系列決定直後の前駆細胞の高い遊走活性が示

されたことから、近年その存在が示唆されている造血臓器内での各前駆細胞の固有のニッチェ (Niche) への前駆細

胞の移動をストローマ由来の因子が制御している可能性も考えられ、本研究はこれまで考えられていた増殖、接着と

いった環境因子の機能に造血臓器内での前駆細胞の空間的制御という新たな概念を提唱するものである O よって、本

研究は学位の授与に値するものと考えられる o
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