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審 査 の 結 果 の 要

氏 名 三 嶋 弘
一

本 研 究 は 再 生 医 療 に お け る 様 々 な 組 織 ･ 細 胞 の 供 給 源 と し て 注 目 さ

れ て い る 肱 性 幹( E S ) 細胞 を 用 い た i n vi t r o 血 管分 化 系 に お い て T G F …β

シ グ ナ ル の 役 割 ､ お よ び 転写 因 子 P r o x l の 効 果 に つ い て 解 析 を 試 み た

も の で あ り , 以 下 の 結果 を 得 て い る ｡

1 . T G F -

βに よ り ､ E S 細胞 由 来 の 血 管 内皮 細胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ ､
シ -

卜形 成 が 阻 害 さ れ た ｡ ま た ､ T G F
-

βⅠ 型 受 容体 特 異 的 な キ ナ
-

ゼ 阻 害

剤 で あ る S B ･

4 3 1 5 4 2 に よ り 内 因 性 の T G F ･

βシ グ ナ ル を 阻 害 す る こ と

に よ り ､ E S 細 胞 由 来 の 血 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 と シ ー

ト形 成 が 促 進 さ れ

た ｡

2 ･ E S 血 管分 化 系 に お け る 細胞 間 接 着 分子 の 発 現解 析 か ら ､ T G F -

βシ グ

ナ ル に よ り タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン 接 着 分 子 で あ る cl a u d i n
-

5 の 発 現 が

抑 制 さ れ る こ と が 確 認 さ れ ､ T G F -

βに よ る 内 皮 シ ー

ト 形 成 阻 害 の 分子

メ カ ニ ズ ム の
一

つ で あ る こ と が 示 唆 さ れ た ｡

3 .
マ ウ ス cl a u d i n

-

5 の プ ロ モ
ー

タ
ー

解 析 を 行 っ た 結 果 ､
マ ウ ス

cl a u d i n
･

5 プ ロ モ ー

タ
ー

内 の 転 写 開 始 点 よ り 上 流 9 3 3 塩 基 か ら 7 5 9 塩

基 ま で の 領 域 ( ･

9 3 3 /
･

7 5 9 領 域) が E S 細 胞 由 来 血 管 内皮 細 胞 に お け る

プ ロ モ
ー

タ
ー

活 性 に 必 要 か つ 十 分 で あ る こ と が 示 さ れ た ｡ ま た ､ 上 記

領 域 に お い て T G F
･

β応 答 性 が 認 め ら れ た ｡

4 . 複 数 の 異 な る 細 胞 種 を 用 い た 検 討 よ り ､
マ ウ ス cl a u d i n

-

5 プ ロ モ
ー

タ
ー 内 の ･

9 3 3 /
1

7 5 9 街 域 は 内 皮 細 胞 特 異 的 な プ ロ モ
ー

タ
ー

活 性 を 持 つ

こ と が 示 唆 さ れ た ｡

5 ･ ホ メ オ ボ ッ ク ス 転 写 因 子 P r o x l を E S 細 胞 由 来 血 管 前 駆 細胞 に 発 現

2
-

1



さ せ ､ i n v it r o に お い て 分 化 さ せ た と こ ろ ､ P r o x l に よ り ､ E S 細 胞 由

来 血 管 内 皮 細 胞 に お い て リ ン パ 管 内 皮 マ ー カ ー で あ る V E G F R 3 ､

p o d o p l a n i n の 発 現が 克 進す る こ と が 確 認 さ れ た ｡

6 . ヒ ト腰 帯 静脈 内皮 細胞( H U V E C) に P r o x l を 発現甘さ せ る こ と で ､ 血 管

内 皮 マ
ー

カ
ー セ あ る V E G F R 2 ､ V E

･

c a d h e r i n の 発 現 が 減 弱 し
､ リ ン パ

管 内 皮 マ ー カ ー で あ る V E G F R 3 ､ i o d o p･1 a n i n の 発 現 が 克 進 し た .

7 . H U V E C に お い て リ ガ ン ド に 対 す る 走 化 性 を検 討 し た 結 果 ,
P r o x l

発現 に よ り V E G F
-

A に 対 す る 走 化 性 が 減 少 し ､ V E G F
-

C に 対 す る 走 化

性 が 元 進 す る こ と が 示 さ れ た ｡

8 . H U V E C に お い て P r o x l に よ り P D G F Rβの 発 現 が 克 進 し ､ P D G F - B B

に 対 す る 走 化 性 が 克 進 し た が ､ E S 由 来 血 管 細 粒 に お い て P r o x l は

P D G F R βの 発 現 を 誘 導 し な い こ と が 示 さ れ た o

9 . E S 由 来 血 管 細 胞 お よ び H U V E C に お い て P r o x l を 発 現 さ せ る こ と

に よ り 内皮 シ ー

ト 形 成 が 阻 害 さ れ ､ 運 動 性 が 克 進 し た ｡ 中和 抗 体 を 用

い た検 討 よ り , そ の 分 子 メ カ ニ ズ ム の
一

つ と し て P r o x l に よ り 発 現 増

強 が 認 め ら れ た i n t e g r i n (ユ9 の 関与 が 考 え ら れ た ｡

1 0 . ヒ ト皮 膚 由 来 リ ン パ 管 内皮 細 胞 に お け る P r o x l ノ ッ ク ダ ウ ン に よ

る 検 討 か ら ､ 内在 性 の P r o x l に よ り ､ V E G F R 3 ､ P D G F R β､ i n t e g r i n (叉9

の 発 現 が 維 持 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た ｡

以 上 ､ 本 論 文 は ① E S 細胞 か ら の 血 管 分 化 に お い て S B
･

4 3 1 5 4 2 に よ り

内 因 性 T G F -

βシ グナ ル を 阻 害す る こ と に よ り cl a u d i n
1

5 の 発 現 増 強 を

介 し て 内 皮 細胞 シ ー

ト 形 成 が 促 進 さ れ る こ と ､ ② 転写 因 子 P r ｡ Ⅹ1 に よ

り E S 細 胞 由来 血 管 内 皮細 胞 の リ ン パ 管 内 皮 へ の 分 化 が 誘 導 さ れ る こ

と ､ ③p r o x l は V E G F R や i n t e g ri n の 発 現 を 制御 す る こ と で 細胞 の 運

動 性 や 走 化 性 を 調 節 す る こ と ､ の 三 点 を 明 ら か に し た ｡ 本 研 究 は

T G F
･

βシ グ ナ ル の 血 管 再 生 医 療 へ の 応 用 や ､ リ ン パ 管 再 生 医 療 ､ 抗 リ

ン パ 管 新 生 療 法 の 確 立 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 ｡
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-
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