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論  文  内  容  の  要  旨  

種々の異なる機能を持った血液細胞は，共通の造血幹細胞から様々な造血因子等の作用を受けて，分化成熟する。血小  

板は止血機能を持つ血液細胞だが，正確には巨核球がさらに分化し，胞体突起形成（PPF）した後の細胞断片であり，巨核  

球の形成においては，特異的に作用する造血因子であるトロンボポエテン（TPO）の寄与するところが大きい。しかし，  

他の血液細胞における造血因子の役割が広く解明されているのに比べて，巨核球におけるTPOの役割に関する研究は遅れ  

ていた。本研究では高純度に精製した巨核球を調製し，TPOによって巨核球で発現誘導される2種類のケモカインの，巨  

核球，血小板形成に対する機能や，新規regulatoroftheG－prOtein－Signaling（RGS）タンパク質の巨核球での機能につ  

いて解析している。主な研究成果は次の通りである。  

1．巨核球でTPOにより誘導される遺伝子の同定   

マウス骨髄細胞より精製した巨核球においてTPOにより誘導される因子の探索をPCR－Subtraction法を用いて行い，  

TPOによって発現の上昇する遺伝子として，CXC motifを持つ2種類のケモカイン，Platelet factor－4（Pf㌧4）と未知遺  

伝子を見出した。未知遺伝子の発現は脾臓に限局していた。相同性検索を行った結果，この未知遺伝子はヒトneutrophil  

activating peptide－2（NAP－2）のマウスhomologueであると結論した。  

2．NAP－2，PF－4の巨核球成熟分化における役割   

巨核球形成を促進するTPOで，巨核球形成に阻害効果を持つとされるケモカインであるNAPp2とPFr4が誘導された  

ことより，巨核球からの血小板産生過程に対し阻害的なフィードバック機構が働いていると推測し，これらのケモカインの  

多倍体化・PPFにおける役割を調べた。まず，マウス骨髄より精製した成熟巨核球のPPFに対するPF，4，NAP－2の影  

響を調べたところ，NAP－2ではわずかであったが，PF－4は強力にPPFを阻害した。また，C－Kit＋cD41十として精製  

した未成熟な巨核球前駆細胞に対する影響も調べたところ，PF－4はPPF阻害効果だけでなく，多倍体化に対する抑制効  

果も示した。未成熟巨核球ではNAP－2でもPPF阻害効果が見られた。TPOとの共存で巨核球形成において促進効果を持  

っことが報告されてし、るCXCケモカインの一種であるSDF－1についてもポジティブコントロールとして巨核球分化への  

影響を調べたところ，SDF－1単独でもその効果を発揮することを見い出した。以上のケモカインの効果は，B細胞より分  

化誘導させた巨核球でも確認できた。PF－4は，ストローマ細胞におけるTPO産生に阻害的に働くという報告があること  

から，TPOにより発現が誘導されるNAP－2とPF－4は，巨核球特異的な分化形態に対し，直接オートクラインで作用す  

るだけでなく巨核球形成を支持するシステムにネガティブに働いている可能性が示唆された。  

3．巨核球特異的新規RGSタンパクの性状解析   

TPOにより制御を受ける因子探索の際，新規のマウスRGS18cDNAを単離した。このcDNAは235残基のアミノ酸か  

らなる分子量約28kDaのタンパク質をコードしていた。そしてRGSタンパク質で保存されているRGSドメインのアミノ  

酸配列で系統樹を作成した結果，RGS18はサブファミリーBに属しており，その中でもRGS5と最も相同性が高かった。  
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またRGS18は牌臓でもっとも高い発現が観察された。次に，RGS18に対するラット抗血清を作製して牌臓の凍結切片を  

免疫染色した結果，巨核球が特異的に染色され，巨核球内では細胞質に存在することが明らかになった。RGS18はGタン  

パク質αサブユニットの4つのサブファミリーのうちGαiとGαqに対して明らかにGTPaseactivating protein（GAP）  

活性促進効果を示した。またinvitrobindingassayにおいてもRGS18は，活性化状態のGαiとGαqと結合した。次に実  

際にどのような刺激でRGS18とGαサブユニットが結合するか調べるため，その受容体がGタンパク質結合型であるケモ  

カインでの刺激を試みた。その結果，SDF－1によりRGS18とGαiの結合促進を確認できた。SDF－1は巨核球の分化過程  

に促進効果をもつということ，またRGS18が特に巨核球に高発現していることから，RGS18は，Gタンパク質を介した  

巨核球の機能に重要な役割を担っている可能性が示唆された。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

種々の血液細胞は共通の造血幹細胞から，様々な造血因子や骨髄ストローマ細胞が作用することで，分化増殖過程を経  

て成熟する。血小板は止血機能を持つ血液細胞であるが，正確には巨核球が分化し，胞体突起形成（PPF）した後の細胞断  

片であり，巨核球形成には，特異的に作用するサイトカインであるトロンボポエテン（TPO）の寄与するところが大きい。  

しかし，他の血液細胞における造血因子の役割が広く解明されているのに対し，巨核球形成におけるTPOの研究は遅れて  

いた。その理由としてTPOの同定が他の造血因子に比べ遅かったことも挙げられるが，材料となる巨核球の確保が困難な  

こと，また巨核球の性状を示すような細胞株が存在しなかったことが一番の原因であった。そこで，本論文ではそれらを補  

うために，骨髄細胞のexvivoculture及び，ES細胞からの巨核球への分化誘導系から高純度に精製した巨核球を得て，巨  

核球・血小板形成に関与する制御因子に関する研究を行った。成果として評価すべき点は次の通りである。  

1．巨核球特異的に作用するTPOにより誘導される遺伝子をPCR－Subtraction法を用いて探索し，NAP－2とPF－4の2  

種のケモカインを同定している。NAP－2はこれまでに報告のない未知遺伝子であったが，相同性検索の結果，ヒトNAP－  

2のマウスhomologueであると結論づけている。  

2．NAP－2，PF，4の巨核球の分化過程における影響を調べ，NAP－2はPPFに，またPF－4はPPFと多倍体化に抑制的  

に働くことを明らかにした。これまで，TPOとの共存で巨核球形成を促進するという報告のあったSDF－1は，SDF－1単  

独でもPPF促進効果を有することを明らかにした。巨核球に作用するTPOは，巨核球の分化促進に寄与するだけでなく，  

同時に巨核球自身，また巨核球形成を支持する環境に村してもネガティブに作用するケモカインの生成を促し，巨核球の過  

度の分化を抑制している可能性を示した。  

3・新規のRGSタンパク質，RGS18が，巨核球で高発現しており，Gタンパク質シグナル経路のGαiとGαqに対する結  

合能，GAP活性を有していること，またその際GαiとGaqに村する結合能はSDF－1により上昇することを明らかにして  

いる。これらの結果から，RGS18は，Gタンパク質を介した巨核球の機能に関与している可能性を示唆した。   

以上のように，本論文は今まで血液細胞の成熟過程の研究の中で遅れていた巨核球，血小板の分化増殖過程に関する新し  

い知見を得ており，栄養生化学，細胞生理機能学，生体情報応答学，分子細胞生物学に寄与するところが大きい。   

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，平成14年4月12日，論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学力  

が十分あるものと認めた。  
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