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本研究 は造血幹細胞の 自己複製能 を制御す る分子機構を明ら か に す る た め ､ 自己複製能 が丘

進して い る ア ダプタ ー

タ ン パ ク質L n k 欠損(L n k-/-) 造血幹細胞と野生型( 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 O gl e c ell p h o s p h o r yl a ti o n

i m a gitl g a S S a y を用 い て ､ 自己複製能を制御す る シ グナ ル 伝達経路を解析す る こ とを試み た も

の で あi)
､
以 卜の結果を得て い る ｡

1
.

si n gl e c ell 無血清培養法 によ る解析の結果 ､
S C F

,
T P O

,
I し3

,
I L-6 お よ びI L l l の うち ､ 単

独で
､
造血 幹細胞を高頻度に 含む C n 3 4~K S L 細胞の 分裂を引き起 こ せ るサ イ ト カイ ン はSし

'

F

お よびT P () で あ るこ とが示 された ｡)

2
.
W

｢

l
｢

お よびL 11k ナ C D 3 4
~ K S L 細胞の 分裂に おけるS C F お よ びT P O に対 す る反応性を ､

si ‖gl e

c ell 無血 清培養法 を用 い て用量 依存曲線を求め ､
5() % 有効量 を定 量化す る こ と に よ t) 比較

倹 討し た ｡ そ の 結果
､
S C F の 5 0 % 有効量 は W T とIJ 11k-/一間で 差を 認め なか っ た し.

一

方 ､ T P ()

の 5 0 % 有効竜 は W T に比 べ てl .11k ナ で は 有意 に 低く ､
L llk-/一造 血幹細胞は

｢

1
｢

P () に 対す る感受

性克進 して い る こ とが示 された
｡

3
.
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‡) Or) u l a ti] lg u n it を 恥
)

て 定量化した √
, そ の結果 ､

S C F 単独刺激 で は
､
W T

,
L n k + とも造血幹細胞数の 有意な増減 は

認め なか っ た (

_
,

一

方 ､
T P O 単独刺激で は ､

W T で は 有意 な増減を認め なか っ た が ､
I .11k ナ で

は 有意 な増加を認め た
｡
ま た

､
S C F お よ び1

1

P () の 同時刺激 に お い て も ､
W T で は 有意 な増 減
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を認め なか っ た が ､
L n k-/- で は有意な増加 を認 め た ｡

こ れ によ F)
､
I
_
.1 1k は 造血幹細胞に お い

て
｢

1
｢

P () 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 ろ

こ とが示 された (〕

4
. 極 め て 少 ない 数 の 細胞の個 々の 細胞に お け るシ グナ ル 伝達分子 の リ ン 酸化 レ ベ ル を定 量的

に解析す る 手法 sill gl e c e ll p h o s p h o r yl a ti o ll i m a gill g a s s a y (S C P I A) を開発 した し-㌔. そ
の 精

度を( . ell lill e を用 い て検討し､ S C P I A 法を用 い て5 ()個の 細胞か ら得られた デ
ー

タ は用 量依存

性 ､ 刺激後の 時間経過 ともにウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 と同等の 検出能を持つ こ とが示 さ れた し
.

5
.
I .I一k-/一造血幹細胞の T P O シ グナ ル の 下流 に は 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 た めS C P I A 方 を用 い て解析 した ｡ そ の 結果､
S T A T 5 お よびA k l

の リ ン酸化の 克進 ､ お よびp 3 8 M A P K の脱リ ン酸化の克進を認め た , i

以 卜､ 本論文 は 自己複製能が 克進して い るア ダプタ ー

タ ン パ ク質1_.11k 欠損造血幹細胞 の 解析

か ら ､
こ の 日J 複製能の 克進 が

､
T P O に対する感受性の 先進 が原 因で ある こ と を明 らか に し ､

ま た極め て少 な い 数の 細胞の 個々の 細胞に お け る シ グナ ル 伝達分子 の リ ン酸化 レ ベ ル を定 量的

に解析す る 手法 を開発す る こ と によ り
､ 自己複製分裂を行う造血幹細胞 に お い て S T A T 5 お よ び

A k t の リ ン 酸 化の 克進
､
およ びp 3 8 M A P K の 脱 リ ン 酸化の 元進 が起 こ っ て い る こ と を明らか に

した (二) 本研究 は こ れまで 未知に 等しか っ た ､ 造血幹細胞の 自己複製能 を制御す る分子機構の 解

明 に重要な貢献をなすと考えられ ､ 学位の授与に値す る もの と考え られ る.､ ノ
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