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　 Combination　 of　hTERT　 and　 bmi-1,　 E6,0r　 E71nduces　 Prolongation

ofthe　 Life　 Span　 ofBone　 Manow　 Stromal　 Cells　 from　 an　Elderly　 Donor

　　　　　　　　 without　 Affecting　 Their　 Neurogenic　 Potential

(高齢者 ドナー 由来の骨髄問葉系細胞へのhTERT及 びbmi-1,　E6,　E7遺 伝子導入組み

　　　　　　　　　　合わせによる寿命延長 と神経様細胞 への分化誘導)

森 泰　昌

内容の要旨

　 ヒ ト骨 髄問葉 系細胞 はこれ まで骨細胞、軟骨細胞、脂肪細胞 、骨格

筋細胞 、心筋細胞等 の中胚葉 白来であ る細胞のみな らず神経外胚葉へ

の分 化 も報告され ている。しか しなが らヒ ト骨髄問質細胞は分離培養

が容 易であ るがその増殖 には限界が ある。ヒ ト骨髄 由来闇葉系細胞は

ES細 胞、あ る種の癌細胞 とは異な リテ ロメ ラーゼ活性 が存 在せ ず理

瞼的 にテ ロメア短 縮によ り絶 対寿命が存在す る。またテ ロメラーゼサ

ブユ ニ ッ トであるhTERTの みの 導入では延命 できない ことが綴告 さ

れて いる。本研究では、91歳の高齢者か ら得 られたい くっかの骨 髄問

質細胞 種か らH4・1と名 付けた クロー ンをそ の対象と した,こ れ らの骨

髄間 質細胞 もこれ まで の綴告 と同様にhTERTの みの 導入に よるテ ロ

メラーゼ 活性 を騰 導 しても延 命できなかった。 また この際にplfiの発

現増加 が見 られRb経 路 の活性 が111　vi1roにお ける寿命 を規定 している

ことが示 され た。Rb/p16経 路 に桔抗す るために内因性 遺伝子 である

Bmi・1,　HPVの £7の高発現 により細胞は寿命 を延畏 し、さらにp53経 路

に拮抗す るHPVのE6の 導入に より細胞 は長期 増殖が可能 となった。ま

たE6E7の みの 導入 によ り長 期延命 した細胞 にはテ ロメラーゼ活性 は

起きずにテ ロメア短縮によ るクライシスを迎 えることが確認 され た。

これ らの細胞の うちE7,h丁ERT導 入群 では艮期培養 に もかか わ らず染

色体の異常 を認めなかった。次にこれ らの寿命延長細胞が遺伝子導入

前の骨髄間質細胞の性恪を保持 出来 てい るかの検討 を行った。inviw

の系を用いて神経系への分化騰導 プロ トコール を作成 し、神経系への

分化誘導 を行 った ところ突起 の延畏 等の形 態学的 に神経細胞 螢への

変化 をきた した。これ らの細胞の分化誘 導前後をgene　chipに よる遺伝

子 の発現の網羅 的解析に よる比較検 尉を行 った結果い くっか の重要

な神経 関連遣伝子の発現がみ られ、それ らの分子について遺伝 子およ

び蛋 自 レベル での発現 を確認 した、さらに これ らの神経様細胞 が細胞

興奮性 を有 して いるかをカル シ ウムイメー ジング法に よ り検討 した

結果 、細胞の興 奮性が確認 された,

　本研 究におい て本 来の骨 髄闇質細胞 の性 質 を維持 した状 態 での姻

命延長 が可能で あることが示 された。また骨 髄問質細胞 の簿命 延長機

構 を解 明 した。今後本研究において得 られ た遺伝子 導入による寿命延

長細胞 は、細胞 の増殖 と癌化の メカニ ズム、そ して可塑性 を有す未 分

化機構 の解明の有用なツール となると考え られ る。また将来的 に中枢

神経 系の 自己細胞移掻に よる治療法関発 に貢献ず る可能性 が示唆 さ

れた。

論文審査の要旨

　 ヒ ト骨髄間 葉系細胞 は、これ まで 多分 化能 を宥す こ とが報 告 され

てい る。 しか しなが ら ヒ ト骨髄 聞葉系細胞 は腫 瘍細胞 株以外 での畏

期にわ たる研 究は困 難であ った。本研 究では 、高齢 者か ら得 られた

H4-1と 名 付けた ク ロー ンを対 象 と した。 この細胞 のRblp且6軽路に拮

抗 す るためにBmi-1,E7遺 伝 子の導入 、さ らにp53経 路 に拮抗 す るE6

に より長期増 殖が 可能 とな った。 これ らの細胞 に予めnrexrを 導入

した細胞群 は事実上の不 死化が示 され 、E7,　hTERT導 入群では、畏期

の壇養に よって も染 色体 の異常 を認 めなか った。次 に寿命延畏細胞

をin　vitroの系を用 いて神経系への分化誘 導を行 った ところ神経 緬胞

様 分化 を示 し、分化誘導前 後を遣 伝子 、螢 白 レベル での発現解 祈を

行 うた。 さらにカル シウムイ メー ジ ング法 に よる細胞 の興奮性 が確

認 された。 以上 よ り本来の性 質を維 持 した状 態での寿 命延 長 が可能

で あることが示 され た。

　 審査で13,ま ず 導入 した遺伝子 の上記 の組み合わせ の理 由 にっ い
て、また 単一の遺 伝子導入 での結 果につ いて質問が な され た。 これ

について、単一遺伝 子のみの導入 では瀞命延 長を得 られ なか ったこ

と、また これ まで のE6,　E7,　hTERTの 研究成果 を基盤 にp16蛋 白を抑

制す る内在性 遺伝子であ るbmi-1を組 み合わせ る ことで細胞尋命延長

と問 葉系細 胞 の有 す多分化能 の維 持 を目的 と した と回 答 され た。次

に 作成 され た細胞 の クローナ リテ ィー及 びそれ ぞれの ク巨一 ン間の

違い につ いての質 問がな され た。 ク ローナ リテ ィーに っいてはおそ

らくク ロー ナルな集 団 と考 えて いるがその詳細 な検討 は行 ってない

こと、及び 各遺伝子の組 み合わせ に各3ク ロー ン作成 して検酎 した

結果 、基 本的 に 同様 の性 質 を示 す も一部 で は異 な る性 質 を示す ク

ロー ンも認 めた と回 答 された。次 にこれ らの細胞 でのがん化 と不死

化の違 い について 質問がな され た。 これにつ いて、増殖能の 極めて

高い細胞 クロー ンに対 して分化 誘導 を行 うと細胞 形態の変化 と共に

細 胞死を起 こす ことな くその坦麺 を俸止す る。 また移誼 し長期聞 の

観 察を行 うて も、 これ までの結 果で は、腫癌 の形成 をaeめ て いない

と回答 され た。 この原因 にっ いては興味 深い遭伝子 の関与が 予測 さ

れ ているがそ の機構は解 祈され てな く今 後の課題 とな るとの現状 が

説 明 され た。 また神経分 化騰導 に際 しNurtlの過 側発現 につい ての意

鶉.そ の機能 についての 質問がな され た。 これ に対 して、現状 では

検尉 はな され てお らず詳細 につ いて更 なる検詩が必要 であ ると回答

され た。 また神経細胞 機能の検討 と してカル シ ウムイ メージ ングだ

けでは 不十分 であ り、 また領域特 異的 な遣伝 子の発現等含 め詳細な

検討が必要 であるとの指摘 を受 けた。

　以上 の様に本研 究は今 後更に検肘すぺ き点は ある ものの、未分化
能 を維蹄 した寿 命延 長細胞 の確 立 と、本研究 におい て得 られ た尋命

延 長細胞 は、細胞の増 殖 と癌化の メカニ ズム、そ して可塑性 を有す

未分化機 構の解明の 有用 なツール とな り今後 の研究の発展 が期 待 さ

れ る点で有意義な研究 と評価 された。
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