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Novel Variant Isoform of G-CSF Receptor Involved in Induction of Proliferation of

FDCP-2 Cells:Relevance to the Pathogenesis of Myelodysplastic Syndrome.

(FDCP-2細 胞株増殖獲得能 に基づ く骨髄異形成症候群 の病期進展に関与す る

    穎粒球 コロニー刺激因子受容体新規アイ ソフォー ムの解明)

内容の要旨

淡 谷

 骨髄 異形 成症候群(MDS)と 先天性好 中球減少症 は病 期の進展 に

ともない 白血病 に移行 す るこ とか ら、 白血病 の発症機序解 明の1モ

デル と位 置づ けるこ とが 出来 る。先 天性好 中球減少症 は約10%が 急

性骨髄性 白血病(AML)に 移 行す る ことが知 られ てい るが、それ ら

の症例 にお いては穎粒球 コロニー刺激因子受容体(G-CSFR)遺 伝子

の点突然 変異が 白血病 への移行 に関与 している ことが近年 明 らか に

され ている。一 方、造血幹細胞 の異常 とされ るMDSは 病期 の進展 に

伴いAMLへ の移行症例 が増加す るが、白血 病への進展 に関す る分子

機 構 は明 らかでな い。造血 因子の シグナル伝達 異常が 白血病 への進

展に関与 してい る可能性 を確 認す るため、MDS 14例 と正 常者10例 に

おいて穎粒 球系細胞の シグナル伝達 に必須 のG-CSFR遺 伝子の構造お

よび機 能解 析 を行 っ た。骨 髄 単核 球 を用 い た コ ロニー解 析 では、

MDSは 過去 の報告 と同様 に正 常者 に比較 し造 血因子(G-CSE GM-

CSE IL3)に 対す る増殖反応 は低下 していた。 しか しなが ら、高 リ

ス ク患者3例 と低 リス ク患者1例 ではG-CSFに 対す る増殖反応 が選

択 的 に増加 してい た。cDNA解 析 の 結果、上記4例 を含 むMDS14中

8例 においてG-CSFRの 膜近接部位 の3ヌ ク レオチ ドの欠 損が認め ら

れ 、その結果 ア ミノ酸 配列 の変換 が生 じて いた(Asn630⇒Lys630)。

ゲ ノムDNAの 塩基 配列 に異 常は認 め られず 、過 去に報告 のない新 規

アイ ソフォーム と確認 され た。 この新規 アイ ソフォームの機能解 析

を行 うため同様 の3ヌ ク レオチ ドの欠損 した ミュータ ン トを作成 し

マ ウス穎 粒 球 系 前 駆 細 胞 株FDCP-2に 発 現 させ た とこ ろ(FDCP-

2iso)、 野性型 のG-CSFRを 発 現 したFDCP-2細 胞(FRCP-2"'`)よ りも

G-CSFに 対 して高い増殖 能 を示 した。 さらにG-CSFシ グナ ル伝達 の

下流 に位 置す るSTAT3の 活性化 が、 FRCP-2'soで はFRCP-2`"`に 比較 し

強 くかつ延長 していた。 以上の結果 より、MDSの 一部 で生 じている

G-CSFRの 膜 近接部位の塩基 を欠損 したアイ ソフォームは、 G-CSFか

らの増殖 シ グナル を介 してMDSの 病期の進展 、白血 病への移行 に関

与 しているこ とが示唆 され た。

典 弘

論文審査の要旨

 骨 髄異形成症候群(MDS)は その一部の症例 で急性 骨髄性 白血病

に移 行 す る こ とが知 られ て い るが、そ の分子機 構 は 明 らかで はな

い。本研 究で は、造血 因子の シグナル伝達 異常が 白血病 への進展 に

関与 してい る可能性 を確認 す るた め、穎粒 球 コロニー刺激因子受容

体(G-CSFR)の 構造お よび機 能解 析 を行 った。骨髄 単核球 を用 いた

コロニー解 析、末梢血 単核 球 の培養 実験 による検討 では、MDSは 正

常者 に比較 しG-CSF、 GM-CSF、 IL-3に 対 す る反 応性 は低 下 して い

た。 しか しな が ら、高 リスク患 者3例 と低 リス ク患者1例 で はG-

CSFに 対す る増殖反応 が、他 の造血因子 と比較 し選択的 に増加 して

い た。cDNA解 析 の結果 上記4例 を含 む14例 中8例 にG-CSFR膜 近接

部位 の3塩 基 が欠 損 した新 規アイ ソフォー ムが確認 され た。マ ウス

穎粒 球系前駆細胞株 に このアイ ソフォー ム を発現 させ 野生型 と比較

した ところ、増殖能 と下流 シグナル の増 強を認 めた。

 審査 では、まず スク リーニ ング と して行 った コロニー解 析 の実 際

につ いて質問が な された。各 々の解 析 は各症 例のサ ンプルが得 られ

た時 点で行われ てお り、適切 な対 照が置 かれ てい るか とい う点 に対

す る指摘 がな され た。 本来 は実 験毎 に対 照 を置 くべ きで あるが、定

期的 に正常人 の解 析 を行 い、技術 的誤差や 、試 薬の ば らつ きがな い

ことを確認 して いる との回答 がな され た。次 にアイ ソフォームの発

現が各MDS患 者 にどの程 度の割合 で認 め られ たか、クmナ リテ ィ

に関す る質 問がな され た。 コロニー 解析 でG-CSFに 反 応 してい るの

は正 常あるいは異 常 クロー ンか との指摘 があ り、形態的 に正常 コロ

ニー と異 な るた め異 常で ある可能性 が示唆 され るとの 回答 がな され

た。 各 コロニーの拾 い上げや、末梢血 単核球 での増殖実験 とも併せ

て、single cell sortの後 にマー カーや形態 の検討 が必要 である との助

言 が な され た。また患者 毎のアイ ソフォー ムの発 現の頻度 がサブ ク

ロー ニングの後 にク ロー ン数 と して表現 され てい るこ との適切 性 に

っい て質 問が な された。PCRで は定量性 を議論す ることは出来ず、

RNAase protection assayや定量的PCRを 検 討 してい る との回答がな さ

れ た。細胞 株 を用 いたG-CSFR遺 伝子 導入 実験 にお いて、代表 的 ク

ロー ンのみ の結果 が示 されてい る ことの適切性 につい て質 問がな さ

れ た。 これ に対 し、その他 の クロー ンで も同様 の傾 向が示 され てい

た との回答 がな され た。 また最後 に、 この新規 アイ ソフォームの有

無 と臨床 経過、G-CSFに 対す る臨床 的 な反応 性 の差異、 さ らに多 く

の症例数 での検討 の必 要性 な ど、臨床 面で の さらな る検討 について

助言 がな された。

 以上の よ うに、本研究 は今 後検討 され るべ き課題 を残 してい るも

のの、MDSの クロー ン性増殖 、 白血病 に移行す る分子機構 におけ る

G-CSFの シ グナル 伝達異 常の関与 を示 した価 値 ある研 究 と評価 され

た。
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