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論文内容の要旨

本論文では三次元造血微小環境に適した多孔性担体の選択、三次元共培養システムと二次元共培養システムの比較、

三次元造血微小環境の解析について論述した。

第一章緒論で、は本研究の背景及び、意義について説明した。即ち、サイトカインを用いる培養法のコストは高い。そ

こで、新たな培養法として三次元共培養を考案した。骨髄中の造血微小環境で、はストローマ細胞が立体的に配置され

ているのに鑑み、この造血微小環境を再現するために多孔性担体を利用することを考え、多孔性担体とストローマ細

胞による三次元培養システムによる造血細胞増幅を目指して研究を行うこととした。

第二章では、三次元造血微小環境に適した多孔性担体を検討した。骨髄中に存在するストローマ細胞の立体的な配

置を体外で模倣できる可能性を各多孔性担体で比較した。三種類の担体の中で不織布担体 FC 上のストローマ細胞が

最も伸展して接着し、密集することが、 SEM 観察により明らかになった。また、三種類の担体を用いてマウス骨髄

細胞を三次元培養したところ、 FC を用いたときのみ、造血前駆細胞レベルが維持された。これらの結果から、 FC が

三次元造血微小環境に構築に適していると考えた。

第三章では、三次元造血微小環境の構築に適していた不織布担体 FC を用いる三次元培養と従来のディッシュ底面

を用いる二次元培養を造血培養成績で比較した。マウス造血細胞を二次元、三次元共培養したところ、三次元共培養

では二次元共培養に比べて1.5・2.4倍の造血前駆細胞が増幅された。さらに、三次元培養の方が造血幹細胞の維持に

おいても優れていた。よって、三次元共培養システムの優位性が確認できた。

第四章では、三次元共培養システムの優位性の原因について解析した。培養上清分画とストローマ細胞分画を調べ

たところ、培養上清に分泌された液性因子には二次元、三次元両培養システム聞にほとんど差がないが、ストローマ

細胞近傍のタンパク質の蓄積量には差があることが示された。また、造血微小環境に存在するラミニン α5鎖の mRNA

は、三次元培養したストローマ細胞の方が多く発現されていた。よって、この蓄積量の向上が、三次元共培養システ

ムの二次元共培養システムに対する造血細胞培養成績の優位性の原因となっている可能性が極めて高いと考えられ

。た

第五章総括では本論文の結果をまとめ、この三次元共培養系を用いた瞬帯血造血前駆細胞の体外増幅について考察
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した。

論文審査の結果の要旨

造血前駆細胞を体外増幅できれば、白血病ゃがん患者に対する造血細胞移植治療に大いに貢献できる。しかし、そ

の培養には高価なサイトカインを多量に添加する必要があるなど、問題が多くわが国で、は未だ臨床応用されていない。

これに対して本論文では、

(1) 造血細胞と造血支持細胞(ストローマ細胞)との三次元共培養による造血前駆細胞の体外増幅を提案し、実験に

基づきストローマ細胞の三次元培養に適した多孔性担体としてポリエステル不織布を選択している。

(2) ポリエステル不織布を用いたストローマ細胞と造血細胞との三次元共培養を従来の二次元共培養と比較し、サイ

トカイン無添加でも三次元共培養でのみ造血前駆細胞の増幅や造血幹細胞の維持が可能であることを、実験によ

って実証している。

(3) 三次元培養が優れている原因が可溶性サイトカインの分泌ではなく、ストローマ細胞近傍のタンパク質蓄積であ

ることを示唆する結果を得ている。

本論文は上述のようにサイトカイン無添加で造血前駆細胞を体外増幅できる方法を提案、確立し、さらに従来法に

対する明らかな優位性を実証するとともに、その細胞生理学的作用メカニズムについても実験に基づき論じている。

本研究で提案している造血細胞培養法は、今後の造血細胞移植治療法の進歩に寄与するところが大きい。よって本論

文は、培養工学の分野で高く評価される結果を得ており博士論文として価値あるものと認める。
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