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造血幹細胞 は 最も研究 の進ん だ成体幹細胞 で あ る が
､ 存在数 が 少 なく

､
i一l Vit r(〕で 増幅 さ せ ろ

方法 が確 立 さ れ て い な い こ と が 主 た る 制限要因 と なり ､ 造血 幹細胞 を定義づ け る 能 力 で あ る日

J 複製能を制御 す る分子機構 は解明 が 進 ん で い な い
｡ 特 に そ の制限要因 か ら

､
タ ン パ ク質 レ ベ

ル で の 解析 は極 め て 困難で
､

サ イ ト カ イ ン 刺激 を契機とす る細胞内 シ グナ ル 伝達 に つ い て の 知

見 は殆ど な い
(

本研究 は
､ 自己複製能 が 克進し て い る ア ダ プタ ー

タ ン パ ク質L n k 欠損(I . n k-/-) 造血幹 剛包と 野

生型( W T) 造血幹細胞を比較検討す る こ と に より
, 自己複製能を制御す る サ イト カ イ ン を同定し

,

さ ら に 新た に開発 し た
､ 個々 の 細胞 内の シ グ ナ ル 伝達物質 の リ ン 酸化を定量的 に解析する 手法

si n gl e '
､

ell p h o s p h o r yl a ti o n i m a gi n g a s s a y を用 い て
､ 自Ll 複製能 を制御す る シ グ ナ ル 伝達経

路 を解析する こ とを目的とし た √ ､

- ト



I JI lk は富 プ ロ リ ン 領域
､ p l e c k s t ri n h o m o l o g y ド メ イ ン

､
S r c h o m o l o g y 2 ドメ イ ン お よ び チ

ロ シ ン リ ン 酸化部位をも つ ア ダプタ ー タ ン パ ク 質で あ る
｡

L llk は 主 に造血組織 で 発現 し ､ 特 に

上3 7) ン パ 球前駆細胞 で 強く発現 す る
o

L n k 欠損 マ ウ ス の 発生 は 止常で
､ 成体で は B .) ン パ 球系 ･

赤芽球系 ･ 巨核球系の 過剰増殖を認め る が白血病化す る こ と は な い
( )

L l一k の機能解析 はB リ ン パ

球前駆細胞､ 巨核球､
お よ び赤芽球 で報告 が あ る

｡
そ の 機能 は サイ ト カ イ ン シ グ ナ ル の 負の 制

御 で 共通 し て い る が
､ 関与す る サイ ト カ イ ン シ グナ ル は

､
B リ ン パ 球前駆細胞 で は st e n - 〔(!11

伝(て( O r (S C F) ､ 巨核球 で はt h r o m b o p oi eti n ( T P O) ､ 赤芽球 で は e ry th r o p o i eti11 (t
,

J P O) と
一

定 し

な い
､
｡

I -∫lk-/- マ ウ ス の 骨髄中で は 造血幹細胞 の 数 が 増加 し骨髄再構築能 が 克進 し て い る こ と が
､ 限

界希釈法 お よ び競 合的長期骨髄再建 法 に よ り示 さ れ て い る
( )

マ ウ ス の 造 血幹細胞 は C I) 3 4- ,
(
_

,

-

K it +
,
S (

､

a- 1 +
,
l Ji n e a g e m a r k e r- ( C D 3 4 K S L) 分画に 高度に 濃縮さ れ ､ 1 個の C I) 3 4~K S l 朋胞を骨

髄移植すると
､

W T
,
L l-k 十 とも に2 0 - 4 0 % の レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス で 長期骨髄再建 が検出され る〔:

1 個の 造血幹細胞 に より再構築 さ れ た レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス 中に 存在す る造血幹細胞数 を定 量化

し た と こ ろ ､
L llk-/一造血幹細胞 は W T の約 3 倍の 造血幹細胞を生 み 出す こ と が 示 さ れ

､
Ⅰ.Il k 十 造

血幹細胞 の 自己複製能 が 克進 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た
｡

こ れら の 結果 か ら
､

L ll k は 造 血

幹細胞 の 自己複製能を制御す る サイ ト カ イ ン シ グ ナ ル 伝達 系を負に 制御し て い る こ と考え ら れ

た
い

造血幹細胞 が 自己複製し
､

そ の 数 を増す た め に は細胞分裂 が 必 須と な る
｡ そ こ で ､ 本研究 で

は 先ず ,
si n gl e c ell 無血 清培養法 を用 い て ､ 単一--

-

サ イ ト カ イ ン に よ る細胞分裂の頻度を W T お

よ びI . n k + C D 3 4 K SI J 細胞間 で 比較 し た
(J

S C F
,

T P O
,
Il : 3

,
IL-6 お よ び1l / 1 1 に つ い て検討を子f

っ た が
､

C I) 3 4 K SI ｣ 細胞の 分裂を引き起 こ せ る サイ ト カ イ ン はS C ドおよび
r

l
r

I
,
() の 2 つ で あ っ た ′､

S C F に よ る 分 裂類度 は W T とL n k-/- の 間で 差を認め な か っ た
( ､

一

方
､

T P () に よる 分裂頻度 は W T

が4 f) ･ 8 ±7 ･ 6 % で あ っ た の に 対し
,
T

J n k + で は6 6 ･ 7 ±8 ･ 0 0/o と有意(P - 0 . O ()9) な上昇を認め た
( 】

ま た
､

S C F お よびT P O に 対す る反応性を
､

si n gl e c e11 無血清培養法を用 い て 用 量依存曲線を
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求 め
､

5 () 0/. 有効量 を定量化す る こ と に より比較検討し た
o そ の 結果､

S C F の 5() % 有効 量 は W T

とI J n k + 間で 差 を認め な か っ た
o

一

方
､

T P O の 5 0 0/o 有効量 は W T が1 . 8 9 ±O J ' 5 llg/ m I で あ っ た

の に 対し
､

I J n k 十 で は() . 6 9 ± 0 . 0 6 n g/ m l で あり､
L n k-/一造血幹細胞 は T P O に 対す る感受性 が有

意(P - 0 .()3 5) に 克進して い る こ と が 示 さ れた
｡

S C F お よび
｢

｢ P () シ グナ ル は相乗作用 を持 つ こ と が 知られ て い る た め
､

S C F お よ びT P () の 両者

が存荏す る 場合 の W T お よびL 11k + C D 3 4 K S L 細胞 の 分 裂額度を ､
i s o b o l o g r a p h y に より比較 し

た
{⊃ そ の結果S C F が5 n g/ m 以 下且 つ T P () が5 n g/ m l以上 の条件 に お い て の み

､
L ll k-/- C D 3 4 K S I .

細胞の 分裂類度の 元進を認め
､ そ の 他の 濃度の 組み合わ せ に お け る 分裂頻度は 同等で あ っ た 】

以
-
L の結果 よ り C D 3 4~K S L 細胞分画に お い て は

､
L n k は T P () シ グナ ル を負に制御し て い る こ と

が 示 さ れ た
｡ )

次 に
､
S C F お よびT P O 刺激 に よ る細胞分裂後の 造血幹細胞数の 変化を ､

r e p o p ul a ti n g u n it (Iミし])

を用 い て定量化した 〔･ R U は骨髄再構築能 の 定 量 的指標 で
､

1 R U は1 0
二

骨髄細胞 の 持 つ 再構築

能と 定義さ れ る
｡ 移植し た C D 3 4~K S L 細胞数 と得 ら れ る R U は 直線相関す る( r

2
- () .7 9 5) 〔

こ れ を

用 い て
､

ソ ー テ ィ ン グし た4 0 個の C D 3 4~ K SI , 細胞をS C F ま た はT P O 存在下 に7 2 時間無血 清培養

し た後に骨髄移植して 得られた R U を ､ ソ
ー

テ ィ ン グ直後 に 骨髄移植 した 4 0 個 の(二Ⅰ) 3 4 K S I｣ 細胞

の R U と比較 す る こ と に よ り
､

サ イ ト カ イ ン 刺激後の C D 3 4- K L S 細胞群 に 含まれ る造血幹細胞 数

の増減を検出し た
o そ の結果､

S C F 単独刺激 で は
､

W
r

r
,
L I- k ノーとも造血幹細胞数 の 有意な増減

は 認め な か っ た D -一
一

方 ､
T P O 単独刺激 で は

､
W l

｢

で は 有意な増減 を認 め な か っ た が
､
I ノーlk-/- で

は 有意(P く0 ･() 5) な増加 を認め た
(- , ま た

､
S C F お よびT P() の 同時刺激 に お い て も

､
1 V

r

l
r

で は 有意 な

増減 を認め な か っ た が
､

L -1k ノーで は 有意(P < 0 . 0 5) な増加を認め た
〔)

こ れ に より ､
~ l｣ --k は造血幹細胞 に お い て T P O シ グ ナ ル を負に制御し

､
そ の 結果 ､ 造血幹細胞

の 自己複製能 が負に制御 さ れ て い る こ と が 示 された
｡

T【)(
-
) で 刺激 し たⅠ

-
. ∫- k ノー造血幹細胞群 は R U を有意に 増す こ と か ら ､ 1 つ の 造血幹細胞 か ら 2 つ
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の 造血幹細胞 が 産生 さ れ る対称性自己複製分 裂が 起 こ っ て い る と 考え ら れ る､､ . す なわ ち
r

l1 〕() シ

グナ ル の 下流 に 対称性 自己複製 を惹起す る シ グナ ル 伝達 経路 が存在す る こ と が 予測 さ れ る
し 細

胞 内 シ グナ ル 伝達経路 の解析 に は 通 常ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法や 免疫沈降法 が 用 い られ る が
､

マ

ウ ス 1 匹 か ら得られ る造血幹細胞 は1 0 0 0 個以下で あり ､
こ れ らの 解析法を適応す る こ と は不 自一

能 で あ る n そ こ で
､ 極め て 少な い 数の細胞の 個々 の細胞 に お け る シ グナ ル 伝達 分 f

･ の リ ン 酸化

レ ベ ル を定量的に解析す る 手法 si n gl e c ell p h o s p h o ryl ati o n i m a gillg a S S a y を開発し た
′-〕

Si n gl e c ell p h o s p h o r yl a ti o " i m a g i n g a s s a y で は
､

まず ス ラ イ ドグ ラ ス 上二に 形成 した 培地 の

液滴 に 目的 の細胞を ソ
ー

テ ィ ン グし
､ サイ ト カ イ ン で 所定の 時間刺激 した後 ､

ス ラ イ ド ガ ラ ス

ー
L に細胞を 固定する o そし て

､
リ ン 酸化特異的抗 シ グナ ル 伝達分子抗体 お よび蛍光標 乱一二次抗

体を用 い て 免疫 染色を行 い
､ 各細胞 の 蛍 光強度を レ

ー

ザ
ー

走 査型 コ ン フ ォ
ー カ ル 顕微鏡を用 い

て 取得し定 酎ヒす る o 本研究 で は 各条件 に お い て 5 0 個の C D 3 4 K SI ｣細胞 の 蛍 光強度を取得し
､

そ の 平均値を求め た
( ,

W T お よびl ｣ n k + C D 3 4~K S L 細胞 に お け る
､

T P () また はS C F で 刺激後() 分 ､
I() 分 ､

3 (
_
) 分 お よ

び6 ( 粉 後に お け る
､

J A K 2
,
S T ∬ 3

･
S T 〝r 5

,
A kt

, p 3 8 M A P K お よびⅠ) 4 4/4 2 M A P K の リ ン 酸化

の 変化を測定 した
o そ の 結果

､
T P O 刺激後の J A K 2 の リ ン 酸化 は W -

,

お よびL Ilk ナ C D 3 4 K S L 細

胞 に お い て 同等で あ っ た が ､ S T A T 5 お よ びA k t の リ ン 酸化 はL n k-/ て より強 か っ た
. っ ま た W T で

はp 3 8 M A P K の リ ン 酸化 は保た れ た まま で あ っ た が
､

L Ilk-/- で は 脱 リ ン 酸化が 進行 した
(〕

一

九

S C f:*F] 激後で は
､

A k t お よ びp14 4/4 2 M A P K の 強 い リ ン 酸化
､

J A K 2
,
S T A Tニは よ びS T A T 5 の 弱

い リ ン 酸化 ､ そ して p 3 8 M A P K の 脱リ ン 酸化 が見られた が
､

W T お よ びL ll k ナ の 間に 差 を認め

な か っ た , ∫

こ の 結果より､ 造血幹細胞の 自己複製能 の制御 に は
､
J A K- S T A T 5 お よ びA kt シ グナ ル の 克進､

お よびI'3 8 M A P K の 脱リ ン 酸化の 克進 が関与し て い る こ と が 示唆さ れ た ,
,
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