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論文内容の要旨

[目的]

細胞膜貫通型 Notch レセプターはマウスの胎児発生に必須で、神経芽細胞や筋芽細胞など種々の細胞の運命決定に

おいて重要な役割を果たす。造血機構においても造血幹細胞上に発現する Notch はストローマ細胞上の Notch リガ

ンドの刺激をうけ、造血幹細胞を未分化な状態で維持し、自己複製を促すことが報告されてきたが、そのメカニズ、ム

は明らかではない。本研究では、 Notch シグFナノレが赤芽球・巨核球の分化増殖に及ぼす影響及びその分子機構につい

て検討した。

[方法ならびに成績]

ヒト赤白血病株 K562 細胞に Notchl の恒常的活性型 Notchl-IC、 estradiol で Notchl 活性が誘導される Notchl

とエストロゲン受容体のキメラ分子 NotchllER を導入した。 Notchl-IC 導入クローンは空ベクターを導入した Mock

クローンとほぼ同様の増殖曲線を示し、 Notchl/ER 導入クローンを estradiol 処理しても細胞増殖は影響されなかっ

た。一方、 Notchl 導入クローンや estradiol 処理をした NotchllER 導入クローンでは Mock クローンと比較して、

赤芽球系のマーカーGlycophorinAの発現が低下していた。 K562 は TPA に反応して巨核球へ分化するが、 Notchl/ER

導入クローンを estradiol 存在下で TPA 処理した場合、巨核球への分化は起こらず Bcl-XL の発現低下を伴うアポト

ーシスが誘導された。このクローンに Bcl-XL を過剰発現させると TPA によるアポトーシスは回避されたが、巨核球

への分化は依然として阻害されていた。

赤芽球・巨核球系への分化においては転写因子 GATA-l が必須の役割を担うことから、 Notch シグナルが GATA-l

の活性に及ぼす影響について検討した。 293T 細胞を用いてルシフエラーゼアッセイを行うと、 GATA-l によるレポ

ータージーンの活性化は、 Notch シグナルの下流分子で、ある RBJ-κ の活性型 RBJ-VP16 や Notch の標的分子の一つ

HESl によって抑制された。一方、 HESl のファミリ一分子 HES5 は GATA-l の活性に影響しなかった。また、

Notchl-IC 、 RBJ-VP16、 HESl を導入した K562 のクローンでは Mock クローンと比較して GATA-l の活性が抑制

され、 RBJ-VP16、 HESl 導入クローンでは、 Notchl-IC 導入クローンと同様に TPA処理によりアポトーシスが誘導

された。また、 NotchllER 導入クローンに GATA-l 活性を回復させると、 estradiol 存在下でも TPA に反応して巨核



球に分化するようになった。これらの結

[総評]

従来より、 Notch シグナルが造血幹細胞の未分化能の維持や自己複製に関わることが報告されてきたが、その分子

機構の詳細については明かではなかった。

本研究においては、 Notch シグナルが造血細胞の系統決定やその後の分化課程に深く関わる系統特異的転写因子の

一つで、ある GATA-l に及ぼす影響について検討が行われた。その結果、 Notch のシグナルが、標的分子 HESl の発

現誘導を介して GATA-l と p300 の結合を阻害し GATA-l のアセチル化を抑制し、転写活性化能を阻害することによ

り、赤芽球・巨核球系の分化を阻害することが明らかにされた。従来、 Notch の標的分子である HESl は、神経系や

筋肉系細胞の分化に関わる転写因子 MASHl や MyoD のヘテロ 2 量体のパートナーE47 と Helix-Loop-Helix 構造を

介して結合し、これらの分子の機能を阻害することによって、細胞分化を抑制することが報告されてきた。上述のよ

うに、本研究結果は、 HESl が造血細胞の分化を抑制する際には、神経系、筋肉系とは全く異なる機構を介している

ことを明かとしたものであり、その学術的価値は極めて高いと考えられるG また、造血幹細胞以外の幹細胞システム

においても、それぞれの分化に関わる転写因子に対して Notch シグ、ナルや百ESl が同様の機構で作用している可能

性も示唆され、本研究は他の細胞系の幹細胞研究に対しても貴重な知見を供すると考えられる。

また、本研究結果は、現在国内外の多くの研究室において試みられている造血幹細胞の in vitro での増幅法の確立

に極めて有用な情報であると考えられる。

以上の点から、本研究成果は学位に値するものと考えられる。

論文審査の結果の要旨

従来より、 Notch シグナルが造血幹細胞の未分化能の維持や自己複製に関わることが報告されてきたが、その分子

機構の詳細については明かではなかった。

本研究においては、 Notch シグナルが造血細胞の系統決定やその後の分化課程に深く関わる系統特異的転写因子の

一つである GATA-l に及ぼす影響について検討が行われた。その結果、 Notch のシグナルが、標的分子 HESl の発現

誘導を介して GATA-l と p300 の結合を阻害し GATA-l のアセチル化を抑制し、転写活性化能を限害することにより、

赤芽球・巨核球系の分化を阻害することが明らかにされた。従来、 Notch の標的分子である HESl は、神経系や筋肉

系細胞の分化に関わる転写因子 MASHl や MyoD のへテロ 2 量体のパートナーE47 と Helix-Loop-Helix 構造を介し

て結合し、これらの分子の機能を阻害することによって、細胞分化を抑制することが報告されてきた。上述のように、

本研究結果は、 HESl が造血細胞の分化を抑制する際には、神経系、筋肉系とは全く異なる機構を介していることを

明かとしたものであり、その学術的価値は極めて高いと考えられる。また、造血幹細胞以外の幹細胞システムにおい

ても、それぞれの分化に関わる転写因子に対して Notch シグナルや HESl が同様の機構で作用している可能性も示

唆され、本研究は他の細胞系の幹細胞研究に対しても貴重な知見を供すると考えられる。

また、本研究結果は、現在国内外の多くの研究室において試みられている造血幹細胞の ln げtro での増幅法の確立

に極めて有用な情報であると考えられる。

以上の点から、本研究成果は学位に値するものと考えられる。
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