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CD34 expression on long-term repopulating hematopoietic stem cells

          changes during developmental stages.

(長期造血再構築能を持つ造血幹細胞 におけるCD34抗 原 の発現の発達に伴 う推移)

内容の要旨

松 岡

 CD34抗 原 は血液細胞、血管内皮細胞、胎生期 の繊維 芽細胞 な どに

発現が認 め られ る糖蛋 白であるが、CD34抗 原 を発現す る細胞が 、 in

vitroの実験 系 におい て様 々な血液細胞へ の分化能 を持つ ことが認 め

られ たこ とか ら、CD34抗 原は未分化 な造血細胞が発現 している最 も

重要 なマー カー と考 え られ るよ うにな り、実際 に造 血幹細胞 移植 や

遺伝 子治 療 な どの臨床 に用 い られてい る。 しか し、造 血幹細 胞 が

CD34抗 原 を発現 しているか否かは未 だ明 らかになっていない。我 々

はマウスの造血幹細胞 におけ るCD34抗 原発現 の発達 に伴 う推 移につ

い て、最 近確立 された競合 的長期造 血再構 築能 ア ッセイ法 を用 いて

検討 した。

 新生仔期 マ ウス の骨髄細胞 の移植実験 では、分化抗原陰性c-Kit抗

原陽性CD34抗 原 陽性細胞 を移植 したマ ウス におい て、末梢血 中に移

植細胞 由来 の血液細胞 が赤血球系 、B細 胞 系、 T細 胞系全 てで出現 を

認め、分化抗原 陰性c-Kit抗原 陽性分 画細胞 中では造血再構築 能 を も

つ造血幹細胞 はCD34抗 原 を発現 している ことが明 らかとなった。肝

臓お よび脾臓の細胞 で も同様 に造血幹細胞 にはCD34抗 原 の発現 が認

め られ た。胎生期(14,16and l 8 dpc)の マ ウスの骨髄お よび、脾

臓の細胞 を用い た実験で も、分化抗原陰性c-Kit抗原陽性CD34陽 性細

胞 に造血再構築 能が認め られた。

 しか しなが ら成獣 マウスの骨髄細胞 について検討 した ところ、1

週齢のマ ウスでは新生仔 マウス同様 に造血幹細胞 でCD34抗 原 の発 現

が認め られ たが 、その発現 は加齢 に伴い減弱 し、16週 齢で はCD34抗

原陰性 の細胞 を移植 したマウスのみ造血再構 築が認 め られた。 さら

に成獣 マウスの分化抗原 陰性c-Kit抗原 陽性CD34陰 性 造血幹細胞 が、

新生仔のCD34陽 性造血幹細胞 に由来 してい るか否 かを明 らかにする

ため、新生仔CD34骨 髄造血幹細胞 を移植 した レシピエ ン トマウス よ

り移植 後4週 目と16週 目にその骨 髄細 胞 を ソーテ ィング しsecond

transplantationを施行 したところ、移植後4週 目のマ ウスで はCD34陽

性細胞分画 に造血幹細胞が 認め られ ていたが、移植後16週 目のマウ

スではCD34陰 性細胞分画 に造血幹細胞 が含 まれてお り、新生仔 マウ

スの分化 抗原陰性c-Kit抗原 陽性CD34陽 性造血幹細胞 は成獣 の分化抗

原陰性c-Kit抗原 陽性CD34陰 性造血幹細胞 に由来す ることが 明 らか と

な った。 コロニー ア ッセイではマ ウスの週 齢 によ らず造 血前駆細胞

は分化抗原 陰性c-Kit抗原陽性CD34+細 胞 分画に含 まれていた。

 以上の結果 よ り、胎仔期 お よび新生仔期 か ら成獣 の早期 まで マウ

スの造血幹細 胞はCD34を 発現 しているが、以降加齢 とともにその発

現 は次第 に減弱 して い くこ とが認 め られ た。 この結 果 は、CD34-

enriched細胞 の移植 や膀帯 血移植 な ど、用い られ る細胞起源が多様化

して きてい る造 血幹細胞移植 の臨床 にお いて、細胞起源 に よ りそ の

造 血幹細胞 の性 状が異 なる ことを示唆 してお り、非常 に重要 な意 義

がある と考え られた。

佐 保 子

論文審査の要旨

 CD34抗 原 は未分化 な造血細 胞で発現 している最 も重要なマー カー

として、造血幹細胞移植や遺伝子 治療 な どの臨床 に用い られてい る。

しか し、 自己複製能 と多分化 能を有す る造血幹細胞がCD34抗 原 を発

現 しているか否 かは十分解 明 されていな い。本研 究で はマウス造血

幹細胞 にお けるCD34抗 原発現の発達 に伴 う推移 を、競合 的長期造血

再構 築能 アッセイ法 を用 いて明 らかに した。

 新生仔期 マウスの骨髄細胞 の移植実験 では、分化抗原 陰性c-Ki航

原陽性CD34抗 原 陽性細胞 を移植 した マウス にお いて、移植後3ヶ 月

目の末梢血 中に移植 した細胞 由来の穎粒 球系、B細 胞系 、 T細 胞 系の

細胞 の出現 を認め、造血再構築 能 をもつ造血幹細胞 はCD34抗 原 を発

現 して いる ことが明 らか とな った。肝臓 お よび脾臓 の造血幹細胞 で

も同様 にCD34抗 原 の発現 が認 め られた。胎生期 の肝臓 で も、分化抗

原陰性c-Ki1抗 原陽性CD34抗 原 陽性細胞 に造血再構 築能が 認 め られ

た。

 しか しなが ら成獣 マウスの骨髄細胞 で は、1-4週 齢のマ ウスで

は造血幹 細胞でCD34抗 原 の発 現が認め られ たが 、その発現 は加 齢に

伴い減弱 し、10週 齢以 降ではCD34抗 原陰性 の細胞 を移植 したマ ウス

のみ造血再構築が認め られた。 さらに新生仔期の骨髄CD34抗 原陽性

造血幹細胞 を移植 した レシ ピエ ン トマウス よ り移植後4週 目と16週

目にその ドナー由来の骨髄細胞 をソーテ ィング して再 移植 した結果、

移植 後4週 目のマ ウス ではCD34抗 原陽性細胞分画 に造血幹細胞 が認

め られていたが、移植後16週 目のマ ウスで はCD34抗 原 陰性細 胞分画

に造血幹細胞 が含 まれてお り、成獣 マウスの分化抗原 陰性c-Ki航 原

陽性CD34抗 原 陰性造血幹細胞 は新生 仔マ ウスのCD34抗 原陽性 造血

幹細 胞 に由来す ることが 明 らか となった。 コロニー ア ッセ イではマ

ウスの週齢 によらず造血前駆細胞 は分化抗 原陰性c-Kit抗原 陽性CD34

抗原 陽性細胞 分画に含 まれていた。

 以上 の結果 よ り、 マウスの造血幹細胞 は胎仔期 か ら成獣の早期 ま

でCD34抗 原 を発現 しているが、以降加齢 とと もにその発現 は減弱 し

てい くことが認め られた。

 審査 では造 血再構築能 の評価 と して赤血球系や血小 板巨核球 系の

細胞 を検討 してい ない点や、移植す る細胞 をsingle cellにまで純 化 し

て より詳細 に性状解 析 をす ることが望 ま しい とい う指摘 がな された。

また、本研究 はマ ウス での検 討であ るが ヒ トの造血幹細胞 で は どう

か とい う質 問があ り、これに対 してヒ トの造血細胞 を免疫不全 マウ

スな どに移植 す る研 究 で、や は りCD34抗 原陰性 の造血幹細胞 を認め

てい る報告 があるが 、その性状 解析 について は未 だ解 明 され ていな

い点が多 く引 き続 き研 究 してい くことが重要で ある と解答 した。本

研 究は造血幹細胞 を経時 的に詳細 に解析 す るこ とでその性状が変化

する ことを極 めて明確 に示 してお り、造 血幹細胞移植 におけ る幹細

胞 の ソース が多様 化 してる現状 を考 える と非常 に重 要な研 究 である

と評価 された。
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