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　胎生期マウスの血管内皮細胞およびES細胞から分化誘導した血管内皮細胞の一部は成体型血液細胞への分化能を持つこ

とが知られており，血管内皮細胞は造血幹細胞を含む成体型血液細胞系列の起源の一つであると考えられている。しかし，

血管内皮細胞が血液細胞系列へ運命決定する分子メカニズムはほとんど明らかにされていない。 c-Mybは成体型造血の発

生に必要な転写因子の一つであるが，血液細胞への分化能を持つ血管内皮細胞ではc-Mybの発現量が高いことが既に報告

されている。このことから, c-Mybは血管内皮細胞が内包する血液細胞分化プログラムの一つである可能性が示唆される。

本研究では，マウスES細胞の試験管内分化系を利用して，テトラサイクリン依存的に(Tet-Offシステム）ｃ-Ｍｙbの過剰

発現を誘導する実験系を構築した。 c-Myb蛋白の寿命が非常に短いため，この実験系では過剰発現の速やかな解除が可能

である。この利点を生かして血管内皮細胞の段階でだけ限定的にc-Mybの過剰発現を誘導し血液分化能に及ぼす影響を検

討した。

　ＯＰ９ストローマ細胞層上でES細胞の分化を誘導し，培養３日目から５日目までc-Mybを過剰発現させた。培養５日目

に血管内皮細胞をＦＡＣＳにより純化し，０Ｐ９細胞上に再播種して血液細胞のコロニーを形成させた。血管内皮細胞純化後

の培養は全てc-Mybの過剰発現を解除する条件下で行った。 c-Mybを過剰発現した血管内皮細胞は，対照に比べて高い頻

度で血液細胞コロニーを形成した。頻度の増加率はＣＦＵ-MiｘとＢＦＵ-Ｅで高く（５～６倍），ＣＦＵ-ＧＭとＣＦＵ-Ｍでは

やや低かった（3～1.5倍）。また，純化した血管内皮細胞をIL-7とＯＰ９細胞の存在下で限界希釈培養した結果，Ｂリンパ

球へ分化する前駆細胞の頻度も対照に比べて３倍程度増加していた。さらに，純化した血管内皮細胞をＯＰ９細胞上で１週

間培養した後すべての細胞を回収し，０Ｐ９細胞上に再播種して生じる血液細胞コロニーを計数したところ, c-Mybを過剰

発現した血管内皮細胞に由来する培養ではコロニー形成細胞の回収率が対照に比べて顕著に高いことを見いだした。 RT-

ＰＣＲによる解析では，成体型血液細胞の発生にかかわる転写因子群（Ta11，Ｌｍｏ２，Ｒｕｎｘ1，ＨｏｘB4，M11,Ｔｅ１/ Etv6,

Bc12）の発現先進がc-Mybを過剰発現させた血管内皮細胞で認められた。

　以上の結果より，血管内皮細胞におけるc-Mybの過剰発現はその血液分化能を先進させるだけでなく，血管内皮細胞か

ら生じた血液前駆細胞の生存・増殖にも促進的な影響を与えることが明らかとなった。本研究により, c-Mybは血管内皮

細胞から血液細胞系列が分岐する以前の分化段階において血液分化プログラムの一部として機能し得ることが強く示唆され

た。

論文審査の結果の要
1ご，

日

　胎生期の血管内皮細胞が成体型血液細胞へ分化することから，血管内皮細胞は成体型血液細胞系列の起源であると考えら

れている。造血能を持つ内皮細胞では転写因子c-Mybの発現量が高いことから, c-Mybは内皮細胞が持つ血液発生プログ

ラムの一部である可能性が示唆される。しかし，一般にc-Mybは造血前駆細胞の維持・増殖に関与すると考えられており，

内皮細胞からの血液発生におけるその機能は明らかではなかった。
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　本学位申請者は，マウスES細胞の試験管内分化系を利用してc-Mybの過剰発現を誘導する実験系を構築した。過剰発

現を速やかに解除できるこの実験系の利点を生かして，血液細胞に分化する前の内皮細胞の段階でだけc-Mybの過剰発現

を誘導し血液分化能に及ぼす影響を検討した。その結果, c-Mybを一旦過剰発現した内皮細胞は対照に比べて３倍程度高

い頻度で血液細胞コロニーを形成した。また，ストローマ細胞上で１週間培養した後に回収される２次コロニー形成細胞も

顕著に多かった。 ｃ-Ｍｙbを過剰発現した内皮細胞ではBc12やＨｏｘB4など造血発生に関与する遺伝子群の発現先進が認め

られた。以上の結果から, c-Mybは血液発生プログラムの一部として血管内皮細胞で機能するという新しいモデルを提出

した。

　以上の研究は，成体型造血の発生機構の解明に貢献し造血幹細胞の成立機序の理解に寄与するところが多い。したがって，

本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。

　なお，本学位授与申請者は，平成18年７月６日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものであ

る。
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