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要旨

まず p a rt l で は, 造血 系再構築時 の 造 血幹細胞 の 回復動態を解析し, l
'

n v l

'

t T O

におけ る造 血幹細胞増殖を試 みた ｡ マ ウス に致死量放射線照射後, 同系マ ウス

の 骨髄細胞を移植 し, 継時的 に骨髄 , あ る い は牌臓 中の 造血幹細胞分画で ある

K S L 細胞 ( 分化抗原陰性 , S c a -

1 陽性 , c
- k 1

'

E 陽性 細胞) の 回復動態をフ ロ ー

サイ トメ
-

タ
- で解析 した と こ ろ , 移植後 3 日目か ら造 血幹細胞 ( K S L 細胞)

が著しく増加 して い た ｡ こ の 結果 は , 骨髄移植後 3 日目 の 造血組織で は造血幹

細胞を効率良く増殖さ せ る シ ス テ ム が 存在す る こ と を示唆 して い た｡ そ こで ,

骨髄移植後 3 日目 の マ ウ ス 血清中に造 血幹細胞増殖因子 の 存在 を想定し, 全骨

髄細胞 と造 血支持骨髄細胞株と の 共 培養を試 みた と こ ろ , こ の 移植後3 日目の

マ ウス血清 を用 い る こ と に よ っ て , 全骨髄細胞中 の造血幹細胞を培養開始時の

約2 5 倍に まで増加 させ る こ とがで きた ｡ これ に対 し, 正常 マ ウス 血清には造

血幹細胞増殖効果は認められなか っ た ｡ つ まり , 骨髄移植後 3 日目の 血清中に,

正 常血清中に は存在 しな い , 造血幹細胞増殖 に有効な因子が含まれて い る こ と

が明らか と な っ た ｡ と こ ろ が , 移植後 3 日目 の 血清を用 い て も , 全骨髄細胞と

造血支持細胞株が接触で きな い 培養条件下で は , 造血幹細胞は増殖できなかっ

た ｡ こ の こ とは, 造血幹細胞 の 増殖に は造血支持細胞と の 直接接触も重要であ

る ことを示す ｡ と こ ろ で , 造血幹細胞が増殖した造血支持細胞株におい て は,

造血幹細胞増殖に関与す る こ とが報告されて い る複数の サイ トカイ ンの 発現 が,

共培養前の 造血支持細胞株に比 べ 上昇 して い た｡ つ まり , 骨髄移植後3 日目の



血清中に含まれ る 因子 は , 造 血支持細胞に こ れ らの サイ トカイ ンの 発現を誘導

した の で あ る ｡

マ ウス血清中の テ ス トス テ ロ ン濃度を E LI S A 法 に より測定する と, 骨髄移

植後3 日目 の マ ウス 血清中で 正常マ ウス血清に比 べ 有意に 上昇 しており, 造 血

支持細胞株 と全骨髄細胞 の 共培養系 に テス トス テ ロ ン を添加 する と, 造血幹細

胞の 増殖 を認め た｡ また , テ ス トス テ ロ ン刺 激造血支持細胞株 におい て , 移植

後3 日目の 血清を用 い た時 と 同様なサイ トカイ ンの 発 現上昇 を認めた｡ 従 っ て ,

骨髄移植後 3 日目 の マ ウス 血清中 に含まれ る造 血幹細胞増殖 に 関わる因子 の

一

つ は, テ ス トス テ ロ ンで ある と考えられ る o

さ らに , 骨髄移植後 3 日目 の 血清単独 で は, 造 血幹細胞増殖は誘導で きなか

っ た の で , 血清 中の 因子が支持細胞 に 作用 し, 支持細胞が骨髄細胞と接触して

い る とき に , 造 血幹細胞増殖に 関わ る 因子 が産生され る もの と考えられた｡

そ こ で , 1
'

n v l
'

v o にお ける こ れら の 因子 を網 羅的にク ロ ー ニ ングする こ とを目

的として , c D N A サ ブ トラク シ ョ ン に よ る遺伝子タ ロ
-

ニ ン グを計画した ｡

次 に P a rt 2 で は, こ の c D N A サ ブトラク シ ョ ン に より骨髄移植後 3 日目の

骨髄 で顕著 に発現の 上昇 して い る遺伝子をク ロ ー ニ ングした結果を報告す る o

c D N A サ ブト ラク シ ョ ン の 結果, 骨髄移植後 3 日目 の骨髄 で特異的に発現して

い る遺伝子 2 0 0 0 ク ロ ー ンをまず特定し, 二 次ス タリ
-

ニ ン グにより骨髄移植

後3 日目 の 骨髄で顕著 に発現 の高い遺伝子 23 7 タ ロ
- ン を絞り込んだ o こ の う

ち 2 0 ク ロ
ー ン ( お よそ 1 0 % , 4 ク ロ ー ン は重複) は機能未知遺伝子だ っ た .

その 他 の タ ロ
- ン の 構成は, 酵 素関連遺伝子; 1 5 ?/ ,a , ミ トコ ン ドリ ア関連遺伝



千; 1 5 % , I m m tl n O gl o gli n 関連遺伝子; 1 5 % , 輸送 ･ 分泌 関連遺伝子; 1 5 % ,

細胞骨格関連遺伝子; 1 0 % , サイ トカイ ン ･ ケ モ カイ ン遺伝子; 5 % , リボソ
-

ム遺伝子; 5 ? o
'

で あっ た o こ の 中か ら, 機能未知遺伝子 2 ク ロ ー ンを含む 8 タ ロ

- ンを選び さ らに詳細な発現解析 を行 っ た ｡ まず, 骨髄移植前後 の骨髄で の遺

伝子発現 を R e al -

ti m e P C R によ り定量的 に解析 した と こ ろ , す べ ての ク ロ ー

ン は, 移植後 1 日目か ら 3 日目 にか けて 顕著 な発現増加 を認め , 移植後1 8 日

目には正常値 と同程度まで戻 っ た｡ こ の 発現 の 様式は骨髄移植マ ウス における

造血幹細胞数 の 回復動態 に 先行 して おり , こ れら の 遺伝子産物 が造血幹細胞の

回復に関与 する こ とを強く示唆す る もの で あ っ た ｡

と こ ろで , 発 生初期に お ける造血幹細胞 の 増殖が どの よ うな制御下に行 われ

て い るか はまだ完 全に 明 らか に な っ て い な い ｡ 発生初期i r= おける造血幹細胞の

増幅シ ス テ ム は, 骨髄移植時 に認 め られ る造 血幹細胞の 増幅シス テ ム と共通す

る部分がある 可能性が考えられた o そ こで , w h ol e m o u n t l
'

n s l

'

t u h y b ridi z ati o n

を行 い , 胎生期の 造血幹細胞 の 増幅が行われ る とされる 胎生1 0 . 5 日目旺の A G M

( a o rt a
-

g o n a d
-

m e s o n e p h r o s) 領域 にお ける こ れ らの遺伝子 の 発現を解析し

たと こ ろ , 8 ク ロ
ー ン 中 4 ク ロ ー ン の 発現が顕著に上昇して い る事を認めたo

これ らの 知見 は, 骨髄移植時にお ける造血幹細胞の 増殖シ ステム と, 胎生期に

おける造血幹細胞 の 増殖シ ス テ ムが類似して い る こ とを示唆する もの と考えら

れる ｡



P a rt 1

骨髄移植後の マ ウス 血清 と性ホ ル モ ンを用 い た造血幹細胞

の 1
'

n v l
'

t T O 増幅 の試み



緒言

1 96 1 年に Till と M c C ull o c h は, 放射線照射 した マ ウス に骨髄細胞を静脈注

射して , 9 日目 に牌臓 に移植した細胞 に 由来す る細胞集団 ( コ ロ ニ
- ) がで き

る こ とを発見 した[1] o 彼等 は, こ の 牌 コ ロ ニ - が骨髄中の 造血幹細胞の 存在を

示すもの で ある と考え , C F U - S ( c ol o n y f o r m i n g t mi t i n s pl e e n) の 概念 を提

唱した こ とか ら造 血幹細胞 の 研究が始ま っ た ｡ しか しなが ら, 骨髄細胞中にお

ける存在頻度が極端 に低い ため , 造 血幹細胞を純化す る こ とは長 い 間困難とさ

れて きた o 1 9 8 0 年台 の 始め 頃か ら, 細胞表面抗原 に対する 複 数 の モ ノク ロ
-

ナル抗体を組み合わ せ て造 血幹細胞 の フ ロ
- サイ トメ トリ

ー 解析が行われ[2] ,

マ ウス 骨髄中に 存在す る造 血幹細胞は C D 3 4
k w /-I

, c J t7
'

[-
I

, S e a
- l ＋, 分化抗原陰

悼 ( Li n -) 分 画 に高度に濃縮されて い る こ とが 1 9 9 6 年に 明 らか とな っ た[3] o

純化された造血幹細胞 ( C D 3 4
1 o w ノ--

, c
- kft
ト
, S c a J

l
,
u 汀 細胞) は 1 個でも致死

量放射線照射 マ ウス に移植すれば, 1 年以上 にわ たり移植を受けたマ ウス の 殆

ど全て の 血球細胞を供給 で き る [3] ｡ つ まり , 骨髄系細胞とリ ンパ球系細胞の

両方に分化可能で , か つ 自己複製しながら長期 にわたり血球を供給で きる能力

を兼ね備えた造血幹細胞の 存在が直接的に証明された の で あ る ｡ 最近で はさ ら

に H o e c h st 3 3 3 4 2 と い う D N A 結合色素を組み 合わせ た解析も行われて い る 0

H o e c h s t 3 3 3 4 2 は生細胞の核染色や細胞周期解析などに用 い られ てきた膜透過

性色素で あり, U V 励 起 に より 2 波長 ( 青色 : 4 6 0 n m , 赤色 : 6 7 0 n m ) の蛍 光

を発す る ｡ 大部分の細胞は こ の 色素を取り込むが , 幹細胞は細胞内に取り込ん

1 0



だ色素を排出す る性質を持 つ ｡ そ の ため , H o e c h st 3 3 3 4 2 で骨髄細胞を染色 し,

フ ロ
ー

サ イ トメ
-

タ
- で 蛍光を測定す る と , 色 素を取 り込 み蛍光を強く発する

陽性の 細胞集団 ( M ai n p o p u l ati o n c ells , M P c ell s) と , 殆ど蛍光を発しない

陰性の細胞集団 ( Si(1 e p o p ul ati o n c ell s , S P c ell s) の 2 群に分 けられ, こ の 陰

性の細胞集団 に造血幹細胞が濃縮さ れて い る こ とが報告されて い る[4 , 5] ｡

と こ ろ で , 造血 幹細胞 の 自己複製と 分化 はサイ トカイ ンな どの 液性因子や ,

骨髄問質細胞 と の細胞間相互作用 に よ っ て 厳密 に制御されて い る[6 , 7 , 8] ｡ 種々

の サイ トカイ ン等 の 液性 因子 と, 造血支 持骨髄 問質細胞株 との 共培養を組 み合

わせ る こ と に よ っ て , 造 血幹細胞の 1 n vlt T O 増幅が多く の 研究者により試み ら

れて い る[9 , 1 0 , 1 1] ｡ しか し, い ずれ の 条件 にお い て もサイ トカイ ンを生体内

濃度の 数百倍か ら数千倍の 濃度で 添加 して お り , 1
'

n v l

'

v o で の 造血幹細胞増殖

機構を正 しく 反映 して い る と はい えず, 1
-

n v l
'

[ I
･

0 で 生体の 造血幹細胞増殖を完

全 に再現 す る に は至 っ て い な い[1 2 , 1 3] ｡ さ ら に , 我々 が こ れまで に行 っ た研

究 で は, 致死 量放射線照射マ ウス に骨髄細胞を移植し , 造 血系再構築時の 血清

中サイ トカイ ン濃度を測定した と こ ろ , S C F , F lt
- 3 1i g a n d , I L

- 6 とも正常時と

比較して 顕著な濃度差は無 い こ とを明 らか に して お り[1 2] , 1
'

n v l

'

t T O で 造血幹

細胞の増殖に有効な シ ス テム で あ っ て も骨髄内の増殖機構 と合致して い るわけ

で はな い こ とが示唆されて い る ｡

1 5 G y 程度の 放射線照射は, 血球細胞や骨髄細胞を含む各種体細胞の減少を

引き起 こ し, 個体の 死 をもたらすが , 特に造 血 系の 被壊に よる貧血, 免疫障害

が直接的な死亡要因とな る場合が多 い[1 2 , 1 4] ｡ しかし前述の Till の 実験で示

l l



されたように , 照射後短時間 の内に同系 マ ウス の 骨髄細胞を移植する と, 移植

した骨髄細胞 中の 造血幹細胞が マ ウス 骨髄内で 増殖 し , 骨髄提供マ ウス 造血幹

細胞由来 の 血球 系細胞が産生され る こ とで造 血 系は再構築 さ れ マ ウス は生存

で きる[15 , 1 6] ｡ また , 生物が強い ス トレ ス 環境に曝 露され る と体内の ステ
ロ

イ ドホルモ ン の 分泌が上昇 し, 素早くス ト レス に対応しよう とする
こ とが知 ら

れて い る[1 6 , 1 7] ｡ 致死量放射線照射も生体 に と っ て は強 い ス トレスで ある o

致死量放射線照射後 に骨 髄細胞を移植 した マ ウス の 骨髄内 で は, 減少し
た末梢

の 成熟血球細胞 , お よび骨髄内 に ある そ れ ら の 前駆細胞を補充す
べ く造 血幹細

胞が盛ん に増殖して い る こ とか ら , 造 血幹細胞の 自己複製機構が正常時より
も

強力に働 い て い る の で はな い か と考えた o そ こ で本研究で は致死量放射線照射

後に骨髄移植したマ ウ ス の 造血幹細胞の 動態 に つ い で解析し, 骨髄移植後
の マ

ウス 血清 と性ホル モ ンを用 い た造血幹細胞 の 1
'

I ” 1
'

t F O 増幅を試み たo
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樹料と方法

マ ウ ス

実験に用 い た マ ウス は C 3 H / H e N ( 雄/ 雌) , 日本 S L C 株式会社より購入 し

た. 購入後, s p e cifi c p at h o g e n
- f r e e c o n diti o n (S P F) で飼育 し, 8 週齢 - 1 2

週齢の マ ウス を実験 に用 い た ｡

造 血支持細胞抜

道血支持細胞株 M S - 5[ 1 8] は 1 0 % (Ⅴ/ v ) H S , 1 0 0 [L g / m 8 ( ペ ニ シリ ン,

ス ト レプトマ イ シ ン, ネオ マイ シ ン) を含む α - M E M を用 い , 5 % (v ol/ v ol) C O コ,

3 7 ℃ イ ンキ エ ペ
- 夕

-

で 培養 し, 7 日毎 に継代した o

骨 髄細 胞移植

s o F r E X ( S O F T E X 株式会社, 東京 , 日本) を用 い て マ ウス に致死量放射

線 (1 5 G y) を 1 . 1 G y / m ュn ( 1 4 0 K v p , 8 m A ) で 照射し, 照射後3 時間以内に

正常 マ ウス の 有核骨髄細胞をマ ウス あた り 2 ×1 0
5
c ell s/ 0 . 2 m l α - M E M で尾静

脈注射により移植した ｡

末梢血細胞数 の測定

骨髄移植後 7 日目まで は毎日 3 匹ず つ , 7 日目以降は 2 日か ら3 日 ごとに

2 匹の 末梢血細胞数を測定した ｡ マ ウ ス の 眼窟静脈より採血し, 自動血球計数

機 ( C E L I ∬ A C M E K
- 5 1 8 0 , 日本光 電 工業株式会社) を用 い て , 末梢血中の 白

1 3



血球数, 赤血球数, ヘ マ トクリ ッ ト数, 血小板数を計測した｡

血清の 回収

末梢血細胞数を測定 した マ ウス は エ
ー

テ ル麻酔下で 心臓採血 に より屠殺した o

採集した血液 は室温 で 2 時 間静置 し, 遠心後血 清 を回収 し,
-

7 0 ℃ で 保存 したo

骨髄細胞 の 調 整

マ ウス 屠殺後 , 大腿骨 , 腰骨から骨髄細胞を 0 . 3 % (Ⅴ/ v ) F B S を含む α - M E M

に懸濁 し, そ の
一

部 の 懸濁液 をチ ュ ル ク染色液 で 染色後, 位相差顕微鏡下で 血

球算定盤を伺 い て有核生細胞数を計測した ｡ こ の うち 1 ×1 0
6
個の 細胞は

フ ロ
- サイ トメ トリ

- 解析に 用い ( フ ロ
ー サイ トメ トリ

- 解析の 項参照) ,

残りの 細胞は遠心して 回収 し, 全 R N A
.
抽 出に用 い た ( 全 R N A の 抽出と c D N A

化 の 項参照) a

メ ン プ レ ン を介 し た共 培養

まず c e11 c u lt u I
･

e i n s e rt (p o r e si z e 0 .
4 5 JL m , 直径 23 m m ,

# 3 5 3 4 9 3 . F al c o n , U ･ S ･ A ･ )

を逆さまに し, メ ンプレ ン の 部分に単細胞浮遊液 とした M S
- 5 を播種する ( 図

ト①) ｡ クリ
ー ン ベ ンチ内で 一 時間 ほ どそ の 状態で静置す る こ とに より･ M S

-5

をメ ンプレ ンに付着させ る ( 図 ト②) . メ ン プレン を 1 0 % ( v/ v) H S , l o o LL g/ m 8

抗生物質を含む α - M E M を用 い て 5 % ( v ol/ v ol) C O , . 3 7 ℃イ ンキ ュ ベ
ー タ

ー

で培

養し, 7 日毎に培地交換を行い , メ ン プレ ン の 裏に M S
-5 を c o n fl u e I-t に増殖さ

せ , 共培養実験 に用 い た o こ の 状態で c ell c ult u r e i n s e rt 内に骨髄細胞を播種,
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培養する と , M S - 5 が メ ンプ レ ンの 孔か ら仮足を伸ばして い る ため骨髄細胞は

M S _5 と接触す る ( 図 ト⑤) ｡ しか しメ ンプ レン の 孔 は細胞体を通さない の で別々

に細胞の 回収が 可能で あり , 共培養下 で の M S - 5 の遺伝子発現解析が可能で あ

る ｡ 対照群 と して 同じ培養液 で骨髄細胞 の み の 浮遊培養 , M S
- 5 を 6 ウ ェ ル プ

レ ー ト ( 直径 3 5 m m , # 3 5 3 0 4 6 . F al c o n , U . S .
A

.) に通常どおり播種し, c ell c ult u r e

i n s e 11 で 隔て て M S - 5 と接触 しな い 条件で の 培養を行 っ た ( 図 l - ㊨) ｡ 培養液 は

正常 マ ウス血清, 骨髄移植後 3 日目の マ ウス 血清を Ultr af r e e
- C L ( p o r e si z e O ･2 2

LL m , ミリポア社, 東京, 日本) で ろ過滅菌して それ ぞれ 1 0 % ( v/ v) で α
- M E M に

添加 したもの を使用 したo サイ トカイ ン とホ ル モ ンは表1 の 濃度で添加 したc

それぞれ 1 ウ ェ ル あたり 1 × 1 0
t･
;
個 の 正 常マ ウス 全骨髄細胞を播種した｡ 培

養開始から 7 日後に骨髄細胞を回収して 2 % トリ/てン ブル
- 添加 P B S'で 染色 し

て 生細胞数を計測し, フ ロ
-

サイ トメ トリ
- 解析を行 っ た ｡

表 1 . 共培養実験 に用 い たサイ トカイ ン とホル モ ン

F a ct o r 製造元 C o n c e nt r a ti o n

S C F P e p r o T e c h ( L o n d o n , E n gla n d) 5 0 0 p g / m L

l L 6 P e p r o T e c h ( L o n d o n , E n g)a n d) 1 0 0 p g / m L

FIt - 3 1ig a n d P e p r o T e c h ( L o n d o n , E n gla n d) 5 n g / m L

1 7
- b et a e st r a dio[ Sig m a ( 東京, 日本) 5 n g / m L

T e st o st e r o n e ナカライ ( 東京, 日本) 1 0 0 n g / m L

H y d r o c o rtiz o n e Sig m a ( 東京, 日本) 1 0
- 5
M
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①

0 0

e diLJ m

M S - 5
m e m b r a n e ( p o r e si z e 0 . 4 Fl m )
C e H c LJIt u r e I n s e rt ( dl a m et e r 2 3 m m )

- 1 h r
, a t R T

②
l

@ 1 =
'

; ::
:
.

.

･

;
･

:.
:::=
w

= @

< 接触あり >

㊨

c ult u r e m e di u m

c ult u r e pl at e

” pl at e , d i a m et e r

M S ･ 5

3 5 m m )

< 接触な し >

b o n e m a r r o w c e H s

/ m e p b r a n e ( p . , . $l z e 0 . 4 a m )

M ら- 5

図1 . メ ン プレンを介した骨髄細胞と M S 1 5 の墳兼方法
① c ell c ult u r e i n s e rl を逆向きに置き､ M S - 5 を播種する ｡
② 1 時間ほど静直するとM S - 5 がメ ン プレン に付着する｡
③ M S - 5 がメ ン プレン上 で c o n f uJ e n t にな るま で培養し､ c e(f c ult u r e J

'

n s e rt 内に骨髄細胞を
播種する ｡ 骨髄細胞 は M S - 5 と接触する こ とが できる ｡

④ c o n t r ol と して はM S - 5 を6 w el暮pla t e に播種しc o n fl e n t に増殖させたも のを用 い る ｡
こ の場合､ 骨髄細胞は M S - 5 と接触しな い ｡

⑧ メ ン プ レン部分の拡大図
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フ ロ
ー

サ イ トメ トリ
ー 解析

骨髄 移植後 の マ ウ ス 骨髄細胞 中 の 造 血 幹細胞 [ K S L 細 胞 , 分 化 抗原

( Li n e a g e) マ
-

カ
ー ( -

; 陰性) , S c a
-

i( ＋; 陽性) , c
-1d t( ＋; 陽性) ] 細胞の

動態を フ ロ - サイ トメ トリ
ー

で解析した ｡ 解析に は以下 の 抗体 と試薬を用 い た｡

表 2 . フ ロ
-

サイ トメ トリ
ー

解析に用 い た抗体 と試薬

抗体また は試薬 標識 製造元

Lie a g e c e ‖d e ｢p eti o n kit M ilt e n yi Bio t e c ( G e r m a n y)

( マ ウス分化抗原 : C D 5 , C D 4 5 R , C D l l b , ビオテ ン

a n t トL y
- 6 G , 7

- 4 , T e r
- 1 1 9 に対する抗体カ クテル)

ス ト レプトア ピジン

( 上記抗休カクテル に対する二次抗体)

E C D I M M U N O T E C H ( 東京, 日本)

抗マ ウス S c a - 1 抗体 P E I M M U N O T E C H ( 東京, 日本

抗マ ウス c
- kit 抗体 F IT C コ ス モ バイオ ( 東京 , 日本)

7
-

A A D vi a bi=t y d y e ( 死細胞検出試薬) I M M U N O T E C H ( 東京, 日本)

ヤギγ グロ ブリ ン ( F c 受容体の ブロ ッ キ ング液) l C N P h a r m a c e uti c al s ( U . S . A .)

細胞の 染色は以下の 手順 で行 っ た ｡ まず, 1 × 1 0
6 個 の 細胞を遠心し上清を除去

し ( 図 2
- ①) , こ こ に ヤギγ グロ ブ リ ン (4 m g / m l) を添加 して ( 図 2

- ②) ,

氷上 に 1 0 分間静置した ( 図 2
-

③) o 2 % (v / v ) F B S , 0 .0 2 % N a N 3 を含む P B S
”-

( 染色用緩衝液) で洗浄後遠心 (3 0 0 0 r/ m , 5 分, 4 ℃) し , 抗 S c a
- 1 抗体,

抗 c - kit 抗体 , 抗 Li n e a g e 抗体を加え ( 図 2
-

㊨) 遮光条件下で 3 0 分, 4 ℃ に

静置し, 抗体を結合さ せ た ( 図 2 -

⑤) . 次に緩衝液で洗浄後, 遠心 (3 0 0 0 r / m ,

5 分, 4 ℃) し, p h y c o e r y t h ri n
-

T e x a s R e d ( E C D) 標識ス トレプトア ピジン
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を添加 し ( 図 2 -

㊨) , 遮光条件下で 室温 に 1 5 分静置 し, 抗 Li n e a g e 抗体 に結

合させ た ( 図 2
- ⑦) ｡ 緩衝液で洗浄 し , 遠心 (3 0 0 0 r/ m , 5 分, 4 ℃) 後, 揺

衝液 6 00 FL l に再懸濁 し ( 図 2
- ⑧) , 死細胞 選別 の た め の 7 ｢ 生A D V i a b ilit y D y e

を最終濃度 1 . 6 × 1 0-‾‾
止1 % に な る よ う に添加 して 室温 で 10 分静置 し ( 図 2

-

⑨) ,

ただち に E P I C S X L ( B E C K M A N C O U L T E R , 東京, 日本) で測 定 した o 得

られたデ -

夕 は解析ソ フ ト E X P O 3 2 ( B E C K M A N C O U I JT E R , 東京, 日本)

で解析した ｡

1 8



① 細胞を調整

I

I

② ヤギ r グロ ブリ ン を添加

J■軒

屯

確㌔

I
洗浄

I

I

a

ロ

⑨ 氷上 でi n c u b a t e
l O m 舌n .

④ 一 次抗体 の添加

Li n - b i o ti n

S c a - トP E

c - kit - F 汀C

㊨ 4
o

C 暗所 でi n c u b a t e

3 0 m i n .

I
洗浄

I

I

I
洗浄

I

I

⑥ 二次抗体 の添加
a vidi n - E C D

(争 室温 でi n c u b a t e
1 5 m i n .

⑧ 緩衝液6 0 0 L LJ に

再懸濁

⑨ 7 - A A D vi a bi一ity d y e を

添加 し､ 室温 でi n c u b a t e

l O m i n

l
E PIC S X L で解析

図2 . フE) - サイ トメ トリ ー 解析の概略
1 9



全 R N A の 抽 出 と c D N A 化

T R I Z O L L S R e a g e n t (I n v it r o g e n , 東京 , 日本) を用 い て 全 R N A を抽出 し,

使用前まで -

7 0 ℃ で保存 した . 抽 出 した全 f N A を鋳型 と して O m n i s c rip t R T

K it ( Q I A G E N , 東京 , 日本) を用 い て c D N A 合成を行 っ た ｡ 反応液量 2 0 〃1

中 に R N A 2 ⊥L g , 最終濃度 1 × R T B u ff e r , 0 . 5 m M e a ch d N T P , 1 LL M N o t ト

oli g o i l T p ri m e r ( 5
'

- A A C J r G G l Aゝ G - A A T - T C G - C G G - C G G - C A G - G A A -

r

r r r : r n
'

-
r

r r r : r r r -

r

r r r : I T r
- 3
'

) ,
4 u n it の O n u i s c rip t R e v e r s e

′

r r a lュS C ri p t a s e を加 え, 3 7 ℃ で 90 分反応さ せ て c D N A を合成した｡ P ol y m e r a s e

c h ai n r e a cti o n ( P C R) で β -

a cti n の 発現を確認す る こ とで c D N A 合成の 成否

を確認した ｡

テ ス ト ス テ ロ ン 濃度 の 測定

血清中に含まれる テ ス トステ ロ ン濃度を e n z y m e
-li n k e d i m m u n o s o r b e n t

a .s s a y ( E LI S A ) 法によ り測定した ｡ 詳細はキ ッ ト付属の プロ トコ ー ル に従 っ

た ｡
- 7 0 ℃ で保 存して あ っ た正常 マ ウス 血清 , 骨髄移植後 3 日目 の マ ウス血清

1 0 0 LL ,1 をガ ラ ス 試験管に入れ , ジ エ チ ル エ ー テ ル 1 m l を加 え良く撹拝した の

ち , 有機層と水屑に分離するまで静置後, 有機層を別の 試験管に移し, ドラ フ

ト内で 窒素ガ ス を吹き付けて乾燥させ , テ ス トス テ ロ ンを含む有機分画を抽出

した. サ ン プルか ら抽出したテ ス トス テ ロ ンは t e st o s te r o n e E LI S A kit

( N e o g e n C o r p , L e xi n g t o n , K Y , U S A ) を用 い て測定した o

2 0



M S - 5 で の 性 ホ ル モ ン 受容体 の発現解析

M S - 5 か ら全 R N A を抽 出 , c D N A を合 成 し, それ を鋳型 と し で牲ホル モ ン

受容体の 発 現 を R T
- P C R で解析 した ｡ マ ウス ア ン ドロ ゲ ン受容体 ( A R) , マ ウ

ス エ ス トロ ゲ ン受容体 α ( E R -

α) , マ ウス エ ス トロ ゲ ン受容体β ( E R -

β) に

特異的なプ ライ マ
- をそ れぞれ設計 し , P C R を行 っ た. ポジ テ ィ ブコ ン ト ロ ー

ル と して マ ウス卵巣由来 c D N A を用 い た｡ P C R 条件は表3 に 示す ｡

表 3 . P C R 条件

G e n e S e q u e n c e ( 5
'

-3
'

) T m ( ℃)
P r o d u ct si z e

( b a s e p ai r s)

A n d r o g e n r e c e p t o r ≡T
A

A

G

c

C

A

A

G

A

A

C

G

A

芸喜三喜…芸芸TG
G

A

C

c

A

G

C

G

C

G

A

A
6 8 4 9 8

E s t r o g e n r e c e p t o r - al p h a
C

c T

C

A

C

G

T A

G

C

J
A

G

C

G

C

T

T

c

G

A: T
A

A

G

A

A

G

A

c

C

c
6 0 6 6 4

E s t r o g e n re c e p t o r
- b e t a ≡芸子c

c

T7亨芸
G

c

G

m

A

c

C

c

A

T

C

G

C

G

T C

c

T

T
6 4 7 2 0

b e t a - a c ti n 諾芋c
G

ff;
G

G

G

A

A

T

C

G

T

T

C

c

C

A

T

c

A

G

T

c

G

A

T

c

G

G

G

A
5 0 5 0 0

R e a 卜ti m e P C R 法 に よ る定量発現解析

マ ウ ス血晴, ある い はホ ルモ ン を用 い て共培養彼の M S - 5 で の サイ トカイ ン

の 発現解析を行うため , P C R プライ マ ー 設計 S o ft w a r e を用 い て 目的の遺伝子

に特異的な P C R p ri m e r を設計し, 骨髄細胞由来 c D N A を鋳型 と して R e a トti m e

P C R によ る定量発現解析を行 っ た[2 0 , 2 1] ｡ P C R 反応は S Y B R
も■軒 P r e m i x E x

T a q
T M
K it ( T a K a R a , 東京, 日本) を用 い , 反応液量 2 0 iL l 中に c D N A の 1 0

倍希釈液を 5 LL l 加 え , 最終濃度 0 . 2 〃. M s e n s e p ri m e r , 0 . 2 LL M a n ti s e n s e

p ri m e r および 1 X S Y B R
慮 p r e m i x E x T a q

T M ( T a K a R a , 東京 , 日本) を加 え,

2 1



u g h t C y cl e r ( ロ シ ュ
｡ ダイ ア グノ ス テ ィ ッ クス 株式会社 , 東京, 日本) を用

い て , D e n a t u r e 9 5 ℃ , 5 秒, 各 A n n e ali n g 温 度 , 2 0 秒, E x t e n si o n 7 2 ℃ ,

1 5 秒を 1 サイ クル として 4 5 サイ ク ル 行 っ た｡ そ の後, Li g h t C y cl e r s o 托w a r e

v e r si o n 3 . 5 ( ロ シ ュ ･ ダイ ア グノ ス テ ィ ッ ク ス株式会社 , 東京, 日本) を用 い

て 発現解析 を行 っ た ｡ P C R 条件は表 4 に示す ｡

R e al ti m e P C R 法 を行 う に あた り, ほ ぼ全 て の 臓器 で 恒常的に発現 して い る

遺伝子 で ある β- a cti n の 発現を内部標準 と した ｡ 各遺伝子 に対 して P C R を行

っ た後 , 内部標準遺伝子 に対 す る相対発現畳を求め , 正常血清を用 い て 骨髄細

胞と接触させずに共培養した M S - 5 で の 発現巌を 1 と して 示 した ｡

義 /=1 . l Ji g h t C y cl e r を用 い た定量発現解析 の ため の P C R 条件

G e n e S e q u e n c e (5
'
- 3
'

) T m ( ℃)
P r o d u ct sj ヱe

( b a s e p ai r s)

TIE - 3 -1ig a n d TA
C

TTT
C

A字c
c

T

T

c

G

G

T T

G

G

T

C

G

T

3 G
C T

A

G

c

T

G
6 0 2 9 0

S C F
T

C

A

T T

T T

G

c

A

f:c
A

G

C

G

T

T

C

G

T

c

C

G

T

3L
A

c

C

T

A
5 5 . 2 8

a - C S F
A

G

T

C

c

T

T

G

G

T

c

G

T

G

G

C

c

A

c

A

A

A

G

G

A

T

T

G

G

C

G

A

T

C

G

T

G

A

T
6 6 4 1 9

EL - 6 ≡;
A

A

T

G

G

A

A

A

A

G

C

A

A

c

A

c

C

A

G

G

A

A

T

G

G

G

A

A

T

A

G

A
6 0 . 2 9

tL - ”
A

G

G

G

G

C

c

A

::
C

G

A

A

C

c

A

A? c
G

A

G

A

C

G

A

A

A

G

C

c

T
6 9 2 9 .

S D F - 1 a ]p h a 字;
c

c

A

f;
A

c

C

T

T

G

G

T

T

c

G

G

C

c

C

%%R
A

6 0 . 8 4

A n g ･ o p oi e ti n
- ,
A

C

芸
m

, T

C

c;c
C

G

G

T

C

c

T

G

G

T

C

G

C

X T
C

G
6 3 . 3 8

b et a - a c ti n 喜芸喜≡A
G

T

T

G

G

G

T G

c

A

G

T

T

G

G

G

A

T

G

G

G

G

G

G

A

A

G

A

A

T

G

G

c

G

A

G
5 0 4 0 8
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有意差検定

有意差検定は St u d e n t
'

s t
-

t e st を用 い て行 っ た . p < 0 . 0 5 の 時 , 有意 な差が

ある と判定 した ｡
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酷果

骨髄移植後の 末梢血 の動態

白血球数は, 移植後 1 日目か ら減少しはじめ , 3 日目に は正 常値 の 約 1 / 1 5 ,

3 ×1 0
2
c ell s / LL l に まで減少 した o 9 日目か ら細胞数は徐々 に回復して 2 1 日目

には 4 × 1 0 3 c ells / LL l と ほぼ正常細胞数に戻 っ た ( 図 3 1 A ) ｡ 赤血球数は, 移植

後 3 日目か ら減少しはじめ , 1 2 日目 に は正常値 の約 2/ 3 , 7 × 1 0 6 c ell s/ 〃1 に

まで減少した｡ そ の 後徐々 に回復して 1 8 日目 には 8 . 4 ×1 0 6 c ells / 〟1 とほ ぼ正

常細胞数に戻 っ た ( 図 3
- A ) ｡ 血小板数は, 移植後 1 日目か ら減少しはじめ,

9 日目に は正 常値 の 約 1 / 1 0 , 1 × 1 0 7 c ell s / FL l に まで減少した o そ の 後徐々 に

回復して 2 7 ET 目 に は 6 × 1 0 7 c ell s / 〟1 とほぼ正常細胞数に戻 っ た ( 図 3
- A ) o

また, ヘ マ トクリ ッ ト値は, 移植後 3 日目か ら減少しはじめ, 1 2 日目 には 3 0 %

程度に まで減少した｡ そ の 後徐々 に回復して 1 8 日目 には 5 2 . 5 % とほぼ正常値

に戻 っ た ( 図 3
- B) 0

骨髄中の K S L 細 胞 ( Li n e a g e
‾

,
S c a 一 丁

＋
, c

- k it ＋細胞) 数 の 変化

細胞数 の変化

正常マ ウス の 全骨髄細胞数 (2 本の 大腿骨と 2 本の 腰骨由来) は, マ ウス

ー

匹あたりお よそ 4 ×1 0
7
c ells で ある が , 骨髄移植後 1 日目か ら減少し,

4 日目 には お よそ 4 × 1 0 6 c ell s まで減少した ｡ そ の 後徐々 に細胞数は回復して

8 日目 には 3 . 6 × 1 0 7 c ell s とほぼ正常値に戻 っ た ( 図 3
- C ) 0

2 4



正常マ ウ ス の 牌臓細胞数は, マ ウス
ー

匹あた りお よそ 1 . 3 × 1 0
7
c ell s で あ る

が, 骨髄移植後 1 日目か ら減少し, 3 日目 に はお よそ 5 × 1 0
6
c ell s まで減少 し

た｡ そ の 後徐々 に細胞数は 回復して 1 4 日目 に は 1 . 1 × 1 0 8 c e11 s とほ ぼ正常値 に

戻っ た ( 図 3
- C ) 0

K S L ( Li n e a g e
-

, S e a
-

1
＋
, c

- k L
-

t
＋) 細胞数 の 変叱

正常 マ ウ ス骨髄中の K S L 細胞の 割合は全骨髄細胞に対 して 約 0 .0 6 % で ,

マ ウス -I
-

匹 あた り 2 × 1 0
4
c ells 程存在す る が , 骨髄移植後 3 日目に はお よそ

1 .
2 × 1 0 c ell s まで 減少したo そ の 後 K S L 細胞は急激に増加 し, 7

■
日日 には

4 × 1 0:主c ells まで 回復した o その 後は増減を繰り返しながら 1 5 日目に ははぼ正

常値に戻 っ た ( 図 3 -

D ) ｡ 牌臓で は, 正常 マ ウ ス にお い て K S L 細胞の 割合は全

月別歳細胞に対 して約 0 . 0 2 5 % で 3 . 4 ×1 0
AI
c ell s 程存在す るが , 骨髄移植後 3 日

目にはおよそ 4 . 2 × 1 0
2
c ells まで減少した ｡ そ の後牌臓中の K S L 細胞は徐々 に

増加し, 1 0 日目に は 2 × 1 0
il
c ell s まで増加 し, 骨髄中の K S L 細胞と同じよう

な増減を繰り返しながら 15 日目に は ほぼ正常値 に戻 っ た ( 図 3
- D ) o

なお , デ - 夕 は示 して い な い が , 骨髄移植を施さな い マ ウス は致死量放射線照

射後およそ 9 - 1 1 日目 に死亡す る ｡

2 5



以上 の 結果 か ら, 骨髄移植後 の 骨髄 と牌臓 いずれの臓器 に お い て も K S L 細

胞 の移植後 3 日目か ら の 急激な増殖 を確認 で きた ｡ これ らの こ と から, 骨髄移

植後 3 日目 の マ ウス に は, 造血幹細胞を盛ん に増殖させ る機構が存在し, 血清

中に造血幹細胞増殖因子が含まれ る の で はな い か と考 えた o
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ヘ マ トク リ ッ ト値
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骨髄 ､ 牌 施 の 造 血妻幹細胞 ( K S L 細 胞) 数
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M S
-

5 との 共培養 に よ る 全 骨髄細胞中 の 造 血幹細胞 の増幅

骨髄移植マ ウス の骨髄中の K S L 細胞数が , 移植後 3 日目以降に増加が認め

られた こ とか ら (図 3
- D ) , 骨髄移植後3 日目の 血清中に , 全骨髄細胞中 の K S L

細胞を特異的に増幅さ せ る 因子 の 存在を想定した ｡ そ こ で移植後3 日目の 血清

を用 い T
]

腎髄細胞を培養した . 培養 7 日目の 骨髄細胞を フ ロ
ー

サイ トメ
ー

タ
ー

で解析し, K S L 細胞数を求めた｡ と こ ろ が , 移植後3 日目の 血清を添加して も

K S L 細胞は増加 しなか っ た (表 5 r A ) ｡ 正 常マ ウス 血清 に造血幹細胞の 1
'

n v l

'

tl
-

0

増幅に
一 般的に用い られ るサイ トカイ ン で ある S C F , Ⅰし 6 , Fl 卜3 1i g a n d を添

加した場合も培養した骨髄細胞中 の K S L 細胞は増加しなか っ た (表 5
- A ) a

この 結果は, 造 血幹細胞増殖に は支持細胞の 存在が重要 で ある こ とを示唆す る ｡

そ こ で次 に骨髄細胞 と M S - 5 と の 共培養を行 っ た o こ こ で M S - 5 を用い たの

は, こ れま で の 報告で M S
- 5 が各種サイ トカイ ン との組 み合わせ により , 造血

幹細胞 の増殖を支持す る こ とが報告されて い るためで ある[1 8 , 1 9] ｡ こ の 場合,

骨髄移植後 3 日目の 血清を用 い て M S
- 5 と骨髄細胞が接触で きる条件で培養し

た骨髄細胞中の K S L 細胞は, 7 日目 に培養開始時の 2 5 倍以 上に増加した

(表 5 - B ) ｡ こ の 細胞を致死量放射線照射した マ ウス に移植す る と, 移植した

細胞数に応じて C F U
- S ( D a y 9 ) が 形成され , 3 ケ月以上 の 生存を支持した

( 図 4 r A , B ) ｡ 従 っ て 増加 した細胞は長期骨髄再構築能をも つ 造血幹細胞で あ

ると判断された ｡ これ に対 して , 移植後3 日目の 血清を用 い て も , M S
- 5 と骨

髄細胞が直接接触で きな い 条件で培養した K S L 細胞 は増加 しなか っ た

( 表5 - C) 0

2 8



また , 正 常 マ ウス 血清 を用 い た場合 は, M S
- 5 と骨髄細胞 の接触を維持 して

共培養して も , 培養 した骨髄細胞中の K S L 細胞 は殆 ど増加 しなかっ た

(表 5 - B ) ｡ 正常血清にサイ トカイ ン を添加 した時 に は, M S - 5 と骨髄細胞の接

触が維持されて い る場合に , 培養した骨髄細胞中の K S L 細胞は7 日間の 培養

で培養開始時の約5 倍に増加したが , 移植後3 日目の 血清に 比べ ると劇的な増

加は起 こ らなか っ た (表 5
- B ) .

以上の 結果は, (D 骨髄中の K S L 細胞の 増殖に は, 支持細胞との直接接触が

重要で ある こ と, ② 骨髄移植後 3 日目 の 血清には正常血清 に は存在しない 造

血幹細胞増殖因子が存在す る こ と, ③ そ してそ の 国子 は, 支持細胞に何 らか

の 作用をす る こ とに より , こ こ に接触して い る造血幹細胞を増殖させ るこ とを

示唆した ｡
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A . S u s p e n si o n c ult u r e ( M S J な し)

c u.l u r e c o n d･t･ ｡ n
(

”

x

o 1

. .

0

!三;Eia
e

.

.

:.; K S L c e ”s ( % )
K S L c:.?;諾.., sJ b e n) E x

F

,

o

a

l

n

d

s. . n

I n o c ul a ti o n 1 0 0 0 .0 1 1 1 1 0

D 3 1 1 .0 4 ±4 .1 3 0 0 0

N S ＋C 5 .8 5 ±0 .4 3 0 0 0

N $ 5 . 6 士0 .2 0 0 0

B . C o ･ c u)l u r e w 托h M 各･与 c ell s ( M S ･ S とb m c カモ接触)

c ult u r e c o n diti o n
(

”

x

o '

.:!三::i:
e

.

I

.

I

.; K S L c elt s ( % )
K S L c:.T;;i ... s,～...) E x

F

,

o

a

l

n

d

s. ｡ n

I n o c ul atl o n 1 0 0 0 .0 1 1 1 1 0 1

D 3 4 1 1 . 4 士3 3 .6 0 .0 7 2 8 7 9 2 6 .1 6

N S ＋C 2 0 8 .1 士4 .3 0 . 0 2 5 9 5 3 8 4 .9 0

N $ 1 8 6 .1 ± 7 .7 0 . 0 0 7 8 1 4 5 1 .3 2

C . C o ･ c ult u r e w lt h M S S c ell s ( M S ･ 5 とb m c が接触しな い)

c u h r e c o n d ttI ｡ n
(

”

x

o '

.宗;:;.
a

L:
e

.T,; K S L c e ”s ( % )
K S L .:.T;諾el 肋 e,.) E x

F

,

o

a

'

n

d

s, ｡ n

I n o c u l ati o n 1 0 0 0 .0 1 1 1 1 0 1

D 3 1 1 0 .7 6 土2 4 .3 4 0 .0 0 5 3 5 8 0 .5 3

N S ＋C 1 8 .2 8 ±3 .1 8 0 0 0

N S 2 1 .7 4 ± 3 .2 2 0 0 0

D 3 ･ ･ ･ 骨髄移檀後3 日目の マ ウ ス 血清
N S ＋C - 正常マ ウ ス 血清にサイ トカイ ン【Fft - 3 1ig a n d (5 n g/ m L) , S C F (5 0 0 p g/ m L) , )L

- 6 (1 0 0 p g/ m L)] を添加
N S ･ ･ ･ 正常 マ ウ ス 血清

表5 . マ ウス血汁を用いた骨髄細胞の培兼
骨髄移植後3 日目の マ ウス 血清 ( D 3) ､ 正常マ ウス血清 ( N S) ､ 正常マ ウス血清と

サイトカイ ン ( N S ＋C ) を添加 して ､ S u s p e n si o n c u 托u r e ､ M S - 5 と接触 ､ M S - 5 と非接触 の条件 で

全骨髄細胞を培養し､ 培養後の骨髄細胞中の造血弊紙胞をフ ロ ー サイ トメ ー タ ー で解析 した ｡
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図4 . 骨髄移植後3 日日の血清を用 いた培養で増加した細胞による造血系の再構築
骨髄移植後 3 日目 の マ ウ ス 血清を用 い て ､ M S - 5 と接触 で き る条件 で 7 日間培養した骨髄細胞を
致死量放射線照射 した マ ウ ス に移植した ｡
A) 末梢血 の 回復動態
B) 移植後 9 日目のC F U - S
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共培養後 の M S -

5 で の サ イ トカ イ ン の 定 量発現解析

K S L 細胞 の 増加 に は① 移植後 3 日目の 血清 と, ② M S -

5 との 直接接触の

二 つ が重要 で あ っ た事か ら, 共培養後の M S - 5 にお い て造血幹細胞増殖に関与

す る サイ トカイ ン の遺伝子発現が上昇して い る こ とが予想された｡ そ こ で ,

共培養後の M S - 5 に おけ る, 造 血 に関与する と予想される い く つ かの 既知 の

サイ トカイ ン の 定量 発現 を R e a トTi m e P C R により測定 した o

K S L 細胞が著 しく 増殖した時の M S - 5 で は, S C F , S D F
L
l α , G

- C S F , 1 L
- l l ,

IL : 6 の 発 現が , 正常時の M S - 5 と比 べ 著しく上昇して い た ( 図 5) ｡

移植後3 日目 の 血清を用 い て骨髄細胞と直接接触で きな い 条件で共培養した

M S I C:j と比較す る と, S C F , S D F - 1 α , G
- C S F , IL l l の 発現が上昇 して い た ｡

さら に, 正 常血晴を用 い て骨髄細胞と直接接触で きる条件で共培養しノた M S
-

5

と比較す る と , S C F , S D F L l a , G - C S F の 発現が上 昇 して い た o

発 現 の 上 昇 して い た S C F , S D f し1 α , G
- C S F , I L

- 6 はい ずれも造血幹細胞の

増殖や骨髄移植後 の骨髄 へ の 定着 へ の 関与が報告されて い るサイ トカイ ンで あ

る[2 2 , 2 3 , 2 4 , 2 5] ｡

以 上 の 結果か ら , M S
- 5 にお ける これ らの 造 血幹細胞増殖に関与す るサイ ト

カイ ン の 発現誘導に は, 骨髄移植後 3 日目の 血清 と, 骨髄細胞 との 直接接触が

重要で あ る こ とが示 され た｡
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[ =:コ N S ＋C : 正 常 マ ウ ス 血清＋C y t o ki n e

⊂= コ D 3 : 骨 髄移植後3 日 目 の マ ウ ス 血清

骨 髄 細 胞 と 接 触 あ り くc o n t a c t e d )

■ ■ N S : 正 常 マ ウ ス 血 清

⊂= コ N S ＋C : 正 常 マ ウ ス 血清＋C y t o ki n e

- D 3 : 骨 髄移植後3 日 日 の マ ウ ス 血清

図5 . 骨髄細胞を培♯後の M S - 5 で の サイ トカ イ ン の定 t 発現解析
正常 マ ウ ス 血清を用 い て骨髄細胞 と接触 しな い条件 で共培養 した M S - 5 で の 値を
1 と し た相 対発現王 を 示 す｡
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造血幹細胞増幅における性ホ ル モ ン の効果

生物が強い ス トレス 環境に曝露され る と体内の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 分泌が

上昇し, 素早 くス ト レス に対応 しよう とす る こ とが報告されて い る [1 3 , 1 4] ｡

致死量放射線照射も生体に と っ て は強い ス トレス で ある o また , ス テ ロイ ドホ

ル モ ンU),-,
I

-
･ 種で ある性ホ ル モ ン は, 造血系 ヘ の 関与が報告されて い る[2 6 , 2 7 ,

2 8
,
2 9] o そ こ で , 性ホ ルモ ン で ある テ ス トス テ ロ ンの 骨髄移植後の 血清中濃度

を EI JIS A 法に より測定したo そ の 結果, 雌雄 とも骨髄移植後 3 日目 の 血摘中

テ ス トス テ ロ ン浪度は , :J]三常時と比較して 上昇して い る ことが明 らかとな っ た

( 表6) ｡ また , 追I(]1 支持骨髄細胞株で ある M S - 5 は, ア ン ドロ ゲンレセプタ ー

,

エ ス トロ ゲ ン レセ プタ ー - -

(七分㌻発現して い る ことをIrr - P C R に より確認し･た

( 図 6) c. 性ホル モ ン の 造血幹細胞増殖 ヘ の 関与が予想されたため, 正常マ ウス

血清に性ホルモ ン を添加 して M S -

5 と骨髄細胞の 共培養を行 い , 培養後 の骨髄

細胞中の rくS工J 紺胞を フ ロ - サイ トメ
-

夕
- で解析した ( 表 7) o

正常 マ ウ ス血暗に テ ス トステ ロ ンを添加した場合, 骨 髄細胞中の K S L 細胞

数は 7 日間 の 共培養 で培養開始時 の約 1 0 倍に 増加 した o
一

方, 1 7 -

B エ ス ト

ラ ジオ
-

ル を添加 した場合は , K S L 細胞 の 劇的な増加は認められなか っ た . 同

じステ ロ イ ドホ ル モ ン で あ る ハ イ ドロ コ ルチ ゾンを添加 した場合は, K S L 細胞

は増加しなか っ た o R e al l i m e P C R 法により共培養後の M S - 5 にお けるサイ

トカイ ン の 定量発現解析を行 っ た結果 , テ ス トス テ ロ ン を添加して骨髄細胞を

培養した M S - 5 で は, 正常 マ ウス 血清の み で培養した M S
- 5 と比較して , S D F -

1

α
, IL / l l , I L

- 6 の 発現が 上昇 して い た ( 図 7) o
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こ れら の 結果 は, テ ス トス テ ロ ン は造血幹細胞増殖に有効で あり , 骨髄移植

後 3 日目 の 血清 中に含まれ る造血幹細胞増殖関連因子 の 一 つ がテ ス トス テ ロ ン

で あ る こ と を示す ｡
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S a m pl e C o n c e n t r ati o n of T e st o st e r o n e ( p g/ m L)

N o r m a[ m al e m o u s e 1 7 2 .8 ± 2 3 .6

T r a n s p ) a nt e d m al e m o u s e

( d a y 3)
3 6 0 ､6 ± 9 9 .3
I β = o ･o -

N o r m a [ f e m a l e m o u s e 8 .1 ±4 .2

T r a n s p) a nt e d f e m al e m o u s e

( d a y 3)
1 3 . 8 ±1 3 .4
i p = o 15 2

表6 . マ ウス血清中のテストステロン濃度
正常時､ 骨髄移植後の血清中テ ス トス テ ロ ン 濃度を､ T e st o st e r o n e E LIS A kit ( N e o g e n) 香

用 い て 測定した ( n = 3) ｡
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6 1 2 b p 7 7 0 b p

高前古＼＼ / 偏 盲i

M w . m a r k e r

I? . c o n t r o I

M S - 5

P . c o n t r o l

M S - 5

”. c o n t r o l

M S - 5

I? . c o n t r o [

M S - 5

A R ( 4 9 8 b p)

E R - α( 6 6 4 b p)

E R -β( 7 2 0 b p)

b e t a - a c tl
'

n ( 5 0 0 b p)

図6 . M S - 5 の 性ホ ル モ ン レ セ プタ ー の 発 現
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c ult u r e c ｡ n d M o n
(

”

x

o '

. o

O!
c

t

e

O

.7:=
e

e

'

:.; K S L c e･･ s ( % )
K S L c:,T;琵e.. s, b e..) E x

F

3 n
d

s. . n

I n o c ul a ti o n 1 0 0 0 . 0 1 2 1 2 0 1

N S 9 8 .6 ±3 5 . 5 0 . 0 0 6 3 6 2 0 . 5 2

N S ＋H y d r o c o rti s o n e

( 1 0
- S
M )

9 8 .4 ±3 2 . 6 0 . 0 0 1 4 1 3 0 .1 1

N S ＋T e 8 t O S t e r O n e

( 1 0 0 n g / m L)
1 8 2 tl 土0 . 8 0 .0 6 8 9 1 2 5 3 1 0 .4 1

N S ＋1 7 - B E s t r a d i o l

( 5 n g / m L)
1 5 9 .9 ± 7 4 .6 0 .0 1 9 8 3 1 7 2 ,6 3

表7 . ス テ ロイ ドホルモ ンを用 いた骨髄細胞の培兼
性ホル モ ン の テ ス トス テ ロ ン ､ 1 7 - β エ ス トラ ジオ

ー ル ､ 性ホ ル モ ン と同 じス テ ロ イ ドホ ル モ ン の

ハイ ドロ コ ルチゾン を正常マ ウ ス 血清(N S) に添加して ､ M S - 5 と接触 で き る条件 で骨髄細胞を

培養し､ 培養後の造血辞細胞を フ ロ ー サイ トメ ー タ ー で 解析した ｡
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図 7 . 性ホルモ ンを用いて骨髄細胞を共培兼後の M S - 5 のサイトカイ ンの定t 発現解析
正常マウス血清を用 いて骨髄細胞を共培養したM S - 5 で の値を1 とした相対発現圭を示す｡
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考察

致死量放射線照射 マ ウ ス に 骨髄細胞 を移植後 , 骨髄 細胞中 の K S L 紳胞

(Li n e a g e --- , S c a
-

1
'

,
c J a

'

t
十細胞) の 動態 を解析す る と, 正常骨髄中の造血幹

細胞は 2 × 1 0
L

'

11 c ells (0 . 0 6 % ) で あ る の に対 し, 骨髄移植後3 日目に はお よそ

1 . 2 × 1 0 c ell s まで減少した ｡ そ の 後急激 に 増加 し, 7 日目には 4 × 10
3
c ell s まで

回復した ( 図 3 - D ) o 本実験で移植して い る細胞は末分画 の骨髄細胞で ある o

全骨髄細胞 に対 す る造 血幹細胞 の 比率が極め て低い こ とを考慮す る と , 移植 し

た骨髄細胞中 の 造 血幹細胞が , 移植後速や か に骨髄中 で増殖し て い る と考えら

れ る ｡ 正 常骨髄 で は , 造 血幹細胞が自己複製 と 分化を行う こ と が で き る 場

( ni c h e) が 限定され て い る こ と で , そ の 数が
一 定 に保た れて い る とい われて

い る[5 , 6 , 7] ｡ しか し, 骨髄移植後 3 日 目から 7 日目 の 4 日間で , 3 0 0 倍以上

に も造血幹細胞が増殖した結果は , 致死量放射線照射 によ り造血系が破壊され

た骨髄内で は , そ の 状況 に応じて速やか に造 血幹細胞を特異的に増幅させる制

御機構が存在す る こ と を示唆す る ｡

造血幹細胞が著しく増殖し始める骨髄移植後3 日目 の マ ウス 血清と , 造血支

持骨髄細胞株で あ る M S
- 5 を用 い て 骨髄細胞を培養す る と, 骨髄細胞と M S

- 5

の 接触を維持した場合 にを
･

ま, 7 日間 の 共培養で培養開始時 の 2 5 倍以 上 と, 追

血 幹細胞が著しく増殖した ( 表 5
- B) ｡ 増殖した細胞を致死量放射線照射 マ ウ

ス に移植した と こ ろ , 移植 した細胞数に応じて C F U
- S ( D a y 9) を形成し

( 図 4
- B) , 3 ケ 月以 上 の 生存を支持した こ とか ら ( 図 4 r A) , 増殖した造血幹
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細胞は長期骨髄再構築能を有す る造血幹細胞である こ とがわか る ｡ 同じ骨髄移

植後3 日目の マ ウス血清を用 い た場合で も, M S
- 5 非存在下, 骨髄細胞と

M S - 5 が接触で きな い 条件で は造 血幹細胞は増加しなか っ た (表 5 - A , C) .

以 上 の 結果か ら , 造 血幹細 胞増殖に は支持細胞 との 接触が重要 で ある こ と, 骨

髄移植後 3 日 目の 血清中に は正常血清中 に は存在 しない , 造血幹細胞増殖を

M S - 5 に誘導す る 因子が存在する こ とが示唆される o 骨髄移植後 3 日目の 血清

を用 い て骨髄細胞 と の 共培養を行 っ た M S - 5 におい て は, 骨髄細胞との 接触を

維持しながら共培養したもの で , S C F , S D F L l a , G - C S F , IL ,
-

J l の 発現が ,

骨髄細胞との 接触がな い M S - 5 に比 べ 顕著に上 昇 して いた ( 図 5) ｡ これ に対 し

て 骨髄細胞と の接触を維持して も , 正常血清を用 い た時に は顕著なサイトカイ

ン発現の 上昇は認められなか っ た ( 図 5) ｡ 骨髄移植後3 日目の 血清を用い て ,

骨髄細胞との接触を維持しながら共培養した M S
-

5 で発現の 上昇したサイ トカ

イ ンに つ い て考察す る と, S C F は造 血幹細胞の 1
'

n v l

'

t r o 培養に 一 般的に用 い ら

れ るサイ トカイ ン で ある[2 1 , 2 2] ｡ S D F - 1 α は T 細胞, 単球, B 前駆細胞 の 道

志 活性をもつ ケ モ カイ ン だが, 骨髄移植後の 造血幹細胞の骨髄 へ の 定着に関与

す る こ とが報告され て い る[23] ｡ G - C S F は骨髄中の造血幹細胞を増殖さ せ , 骨

髄か ら末梢 へ 造血幹細胞を動員す る作用があり[2 4] , 臨床で 自家末梢血移植 の

際に用 い られ て い る ｡ 発現 の 上昇したサイトカイ ンが , い ずれ も造血幹細胞の

増殖や遊走に 関与す る 因子 で ある こ と を考慮す る と, 骨髄移植後3 日目の 血清

に含まれる , 造 血幹細胞増殖を M S
- 5 に誘導する 因子は支持細胞の サイ トカイ

ン産生量を増加 させ , 造血幹細胞を増殖さ せ る と考えられ る ｡ また , 正常マ ウ
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ス血清 と, 造血幹細胞の体外増幅に用 い られ るサイ トカイ ン (S C F ,Ⅰし6 ,

Fl 卜3 1i g a n d) を組 み 合わ せた時には , 骨髄細胞 と M S - 5 の 接触を維持した共

培養で ,
K S L 細胞数 を約 5 倍に増加 させ た (表 2 - B) o S u gi m o t o らは以前,

致死量放射線照射マ ウス の S C F , ⅠⅠ√ 6 , Fl ト3 1ig a Il d の 血清中濃度を測定し,

造血 幹細胞 の体外増幅 に 一 般的 に用 い られ る濃度[7 , 8] よ りもは るか に低い こ

と を報告 して い る[1 1] ｡ 今回の 共培養で は, それぞれ の サイ トカイ ン は生体内

の濃度よりも高い濃度 で 添加 して い るが , 骨髄移植後3 日目の マ ウス血清を用

い た場合は ど造 血幹細胞が著しく増殖しなか っ た｡ こ の結果 は, 骨髄移植後3

日目の 血清中 に は, こ れ らの サイ トカイ ン以外 にも , 造血幹細胞増殖に 関与す

る 因子が含まれ る こ とを示唆して い る .

生体が強 い ス トレス を受ける と防御反応 と して血中ステ ロイ ドホルモ ン濃度

が上昇す る こ とが報告され て おり[1 5 , 1 6] , ス テ ロイ ドホル モ ンの
一 種で ある

性ホルモ ン は, 造血 系 の 細胞増殖 ヘ の 関与が報告されて い る[25 , 2 6 , 2 7 , 2 8] o

こ こ から, 骨髄移植後 3 日目の マ ウス 血清中の テ ス トス テ ロ ン濃度 を E L IS A

法に より測定す る と, 雌雄い ずれも正常時と比較して 上昇して いた (表 6) o ま

た, 造血支持細胞株で ある M S - 5 が , ステ ロ イ ドホルモ ンで ある ア ン ドロゲン ,

エ ス トロ ゲン の 受容体を発現して い る こと ( 図 6) か ら, 性ホルモ ン の 造血幹

細胞増殖 ヘ の 関与を予想した ｡ そ こ で , 性ホル モ ンを添加して M S
- 5 と骨髄紳

胞の 共培養を行 っ たと ころ , 正常マ ウス 血清にテス トステ ロ ンを添加した場合,

共培養後の 全骨髄細胞中の 造血幹細胞は, 培養開始時の約 1 0 倍に増殖した

(表 7) o 同じ ステ ロ イ ドホル モ ンで ある 1 7 -

β エ ス ト ラジオ
- ル, ハイ ドロ
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コ ル チゾン を添加した場合は , 造血幹細胞の著しい増殖は認められなか っ た ( 義

7) ｡ テ ス トス テ ロ ンを添加 して 骨髄細胞を培養 した M S -

5 で は, 正常 マ ウス 血

清の み で 培養 した M S - 5 と比較 して , 複数の サイ トカイ ンの 発現が上 昇 して い

た ( 図 7) ｡ しかし , テ ス トステ ロ ン を添加して も, M S - 5 の 非存在下 で は造 血

幹細胞は増殖しなか っ た (結果省略) o こ れらの 結果 は, テ ス トス テ ロ ンが M S
- 5

の サイ トカイ ン産生能を上昇させ , 造 血幹細胞増殖を支持する 因子で ある こ と

を示す と と もに , 骨髄移植後 3 日目の マ ウス血清中に含まれる , 造血幹細胞増

殖 に 関与す る 因子 の 一

つ が テ ス トステ ロ ンで ある 可能性を示唆する もの で あ る o
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P a r t 2

c D N A サ ブ トラク シ ョ ン による造血幹細胞増殖関連遺伝子

の ク ロ
ー

ニ ングと発現解析



緒言

P a rt l の 結果 よ り , 造 血 幹細胞 の 増殖 に は支持細胞 との 直接接触が重要 で あ

り, 骨髄移植後 3 日 目の 骨髄中 に は, 血 清中に放出されな い造血幹細胞増殖関

連因子が発現 して い る と予想され た . そ こで , それ らの 遺伝子の ク ロ - ニ ング

を p a rt 2 で は試 み た ｡ 様々 な遺伝子ク ロ
ー

ニ ングの 方法が考えられたが, 骨髄

で 発現 して い る遺伝子 を網羅 的 に解析す るため に は当研究室の W u らが以前行

っ た, c D N A サ ブ トラ ク シ ョ ン法が適切で あ る と考えた o そ こ で , 骨髄移植後

3 日目 の マ ウス 骨髄細胞由来 c D N A を t a r g e t , 正常マ ウス骨髄細胞由来 c D N A

を c o f n p e tit o r と して c D N A サ ブト ラク シ ョ ンを行い , 骨髄移植後3 日目 の 骨

髄で特異的に 発現して い る 遺伝子 の ク ロ -

ニ ン グを行っ たo
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樹料と方法

c D N A サ ブト ラク シ ョ ン 法

おおまかな c D N A サ ブ トラク シ ョ ンの 方法 は, W u らの 方法 に従っ た[30] ｡

具体的 には移植後 3 日目 の 骨髄細胞由来 c D N A を t a r g et , 正常マ ウスの 骨髄

細胞由来 c D N A を c o m p etit o r とし, (t a r g e t C D N A) - ( c o m p etit o r C D N A )

の 操作を行う こ とにより移植後 3 日目 の 骨髄細胞で特異的に発現して い る遺伝

子 の ク ロ
-

ニ ン グを試みた . お おまかな手順を図 8 に示す｡

1) 全 R N A の 抽出と m R M 精製, c D N A 合成

正 常 マ ウ ス の 骨髄細胞 と骨髄移植後 3 日 目の 骨髄細胞は,
′

r R IZ O L L S

R e a g e n t (ⅠⅠ.1V it r o g e n , 東京, 日本) を用 い て 全 R N A を輸出し, 使用前まで

- 7 0 ℃ で 保存 し た o 抽 出 した 全 R N A から , P ol y A t r a ct m R N A I s ol a ti o n

S y st e m s (P r o m e g a , 東京, 日本) を用 い て m R N A を精製し, 精製した m R N A

を鋳型 として Ti m e S a v e r C D N A S y n th e si s K it ( A m e r s h a m Bi o s ci e n c e , 栄

京, 日本) を用 い て c D N A を合成し, 使用前まで
- 3 0 ℃ で保存した ｡ 合成した

c D N A に E N B ( E c o R I / N o t ュ/ B a m H I ) a d a p t o r ( T A K A R A , 東京,

日本) を付加後, 制限酵素 ( B a m H I) で消化し, t a r g e t 側 c D N A の 両端に

は F /J ア ダプタ ー ( 後述, 2) を付加 し, c o m p etit o r 側 c D N A の 両端には K / M

ア ダプタ - ( 後述, 2) を付加した o こ の操作に よりta r g e t 側の c D N A は F p ri m e r

で , c o m p e tit o r 側の c D N A は K p ri m e r で 増幅可能となる ｡ t a r g e t 側 c D N A
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は F p ri m e r を用 い , c o m p etit o r 側 c D N A は ビオチ ン化 した K p ri m e r で

p ol y m e r a s e c h ailュ r e a Cti o n (P C R) 増幅 し調整した ｡ 精製後 , t a r g e t C D N A

と c o m p etit o r c D N A をモ ル比 1 : 4 0 0 で混合後, エ タノ ー

ル沈澱 し, 洗浄後

超純水に溶解した ｡ そ の後 9 5 ℃で 1 0 分間加 熱して D N A を変性させた ｡ 変性

さ せ た D N A を 5 5 ℃ で 2 4 - 4 8 時間イ ンキ エ ペ -

卜し, D N A を再会合させ た｡

ピオテ ン化 K p ri m e r で増幅された c o m p etit o r c D N A は, V E C T R E X A vidi n D

( フ ナコ シ株式会社, 束京, 日本) を用 い て 除去した｡ この 操作によりt a r g e t 側

特異的な遺伝子を得て , F p ri m e r を用 い て P C R で増幅した ｡

2) A d a p t o r の 調整

①E N B a d a p t o r(T A f W , 束京, 日本) : c D N A 合成後, 最初に付加する a d a pt o r

で , E c o R I , N o t I , B a m fI I sl
'

t e を持つ ｡

⑦F /∫ a d a p t o r : t a r g e t 側 の c D N A に付加す る a d a p t o r ｡ E N 苗 a d a pt o r 付加

済み の c D N A を B a m H I 消化後に付加させ る . こ の a d a p t o r を付加した c D N A

は F p ri m e r で 増幅が可能で ある ｡ 外注した F p ri m e r と J p ri m e r の 遺伝子配

列は以下の とおりで あ る ｡

F p ri m e r (2 3 m e r) 5
'

- A A C A G C T A T G A C C A T G T C C A A C G - 3
'

J p ri m e r ( 2 7 m e r) 3
' J I T G T C G A T A C T G G T A C A G G T r G C C T A G p

- 5
'

各 p ri m e r を超純水に溶解後, 適切な モ ル比で混合し, ミ ネラルオイル を加え

て熱変性 (9 5 ℃ , 3 分) の 後, 自然放置に より会合させて F /∫ a d a pt o r を合成

した ｡ 分注後, - 3 0 ℃ で 保存した ｡
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①K / M a d a pt o r : c o m p e tit o r 側 の c D N A に付加する a d a pt o r ｡ E N B a d a p t o r

付加済み の c D N A を B a m H I 消化後 に付加させ る o この a d a p t o r を付加 した

c D N A は K p ri m e r で 増幅が可能で ある ｡ また, K p ri m e r は 5
'

末端側が ビオ

チ ン化され て い るた め, こ の p ri m e r で 増幅した c D N A はア ピジンビ ー ズに吸

着す る ｡ 外注 した K p ri m e r と M p ri m e r の 遺伝子配列は以下 の とおりであ る ｡

K p ri m e r ( 2 3 m e r) 5 し ビオテ ン ー G G A G T A C G A T G A A G C T C A A G G A G - 3
'

M p ri m e r ( 2 7 m e r) 3
'

- C C T C A T G C T A C
r

J T C G A G
r

r r C C T C C T A G p
- 5
'

K p ri m e r と M p ri m e r か ら K M a d a p t o r を合成 した o 合成手順は F /I a d a p t o r

と同じで ある ｡

3) T a r g et c D N A の 調整

致死量放射線照射 マ ウス に , 正常 マ ウス の 全骨髄紳胞をマ ウス あたり

2 ×1 0 5 c ells を尾静脈注射した ｡ 骨髄移植後 3 日目の 骨髄細胞から全 R N A を抽

出 し, m R N A 精製後 , c D N A 合成を行 っ た｡ c D N A に F /J a d a pt o r を付加し,

F p rill l e r に より P C R 増幅 した ｡ P C R の サイ クル数は , 以下の ように決定した｡

c D N A を鋳型 と して 1 st P C R を行 っ た ｡ P C R は反応液量 1 0 α1 中に F/J a d a p t o r

を付加 した c D N A を 0 . 1 2 5 H l , 最終濃度 1 × E x T a q T M B u ff e r , 0 . 2 m M d N T P

M i x t u r e , 0 . 5 p M F p ri m e r , 0 . 5 u nit s T a K a R a E x T a q P ol y m e r a s e ( T a K a R a

株式会社, 東京 , 日本) を加え, D e n at tl r e 9 4 ℃ , 1 分, A n n e ali n g 5 0 ℃ ,

1 分, E x t e n ti o I1 7 2 ℃ , 1 分を1 サイクル として 10 サイクル行っ た ｡ 次に , 1 st

P C R と同様 に反応液を作製し , 1 0 0 倍希釈した 1 st P C R 産物を加え, D e n at u r e
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9 4 ℃ , 1 分,
A n n e a ri n g 5 0 ℃ , 1 分 , E x t e n ti o n 7 2 ℃ , 1 分 を 1 2 - 2 5 サイク

ル行 い , 1 % ( w / v) A g a r o s e g el で電気泳動す る . 電気泳動後の 写真から判断し

て P C R によ る増幅が , 最大値 の お よそ半分ぐらい になるサイクル数を決定す

る . 決定 したサイ ク ル数に基づ い て ス ケ ー

ル ア ッ プした P C R を行 い , P C R 産

物を W i z a r d
-jご- s v G el a n d P C R C l e a n -

U p S y s t e m ( P r o m e g a , 東京 , 日本)

を用 いて 精製 し, 使用す る まで - 3 0 ℃ で 保存した｡ また ,
一 部の t a r g et 側 c D N A

に は K M a d a p t o r を 付 加 し て 増 幅 し た も の を 調 整 し た ( S o u tll e r n

h y b ri(1i z ati o n に よる 二 次ス クリ ー

ニ ングの 項参照) .

4 ) C o IT lp e tit o r c D N A の 調 整

正常マ ウ ス の 骨髄細胞から全 R N A を抽出し, m R N A 精製後, c D N A 合成を

行 っ たo c D N A に K / M a d a p t o r を付加し, T a r g e t c D N A の 調整と同じ方法で

ビオテ ン化 K p ri n l e r を用 い た P C R により c o m p etit o r c D N A の 調整を行 っ た ｡

P C R 産物を フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ フ ォ ルム処理後, エ 夕ノ - ル 沈澱 し精製して ,

使 用するまで
- 3 0 ℃ で 保存 した .

5 ) サブト ラク シ ョ ン

調整した正常 マ ウス 骨髄細胞由来 c D N A ( c o m p etit o r C D N A ) と骨髄移植後

3 日目の 骨髄細胞由来 c D N A (t a r g e t C D N A ) を 4 0 0 :1 で 混合し, エ タノ
ー ル

沈澱精製後, 超純水 に溶解した｡ そ の 後 9 5 ℃ で 1 0 分間加熱し D N A を変性さ

せ , 5 5 ℃で 2 4 ↑ - 4 8 時間イ ンキエ ペ -

卜し, D N A を再会合させた｡ ア ピジ ン
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ど
-

ズを用い て c o m p e tit o r c D N A を除去し, フ ェ ノ ー

ル ･ ク ロ ロ フ ォ ルム処

理後, イ ソプロ パ ノ ー ル沈澱 し, T E b u ff e r に溶解した｡ F p ri m e r を用い , サ

ブトラク シ ョ ン後の c D N A を P C R に より増幅した｡ P C R の サイクル数の条件

検討は, t a r g e t c D N A の 調整 の 方法 と同じで ある o P C R 産物を W iz a r d
ri

l

.

s v G el

a n d P C R C l e a n - U p S y st e m ( P r o m e g a , 束京, 日本) を用い て 精製し, 使用

する まで
- 3 0 ℃ で保存した ｡

ス タリ
-

ニ ン グ

1 次スクリ ー ニ ン グ後 の c D N A を T O P O v e c t o r (I
,

n v it r o g e n , 東京, 日本)

に組み込 み , 大 腸菌 Ⅹ し 1 Bl u e M R F
'

を形質転換し, L B プレ - ト( A m p ＋) に

播種した. 3 7 ℃ で およそ 1 6 - 1 8 時間培養し, F p ri m e r を用い たダイレクトP C R

法に よりイ ンサ
ー

トが組 み込 まれた プラ ス ミ ドを持つ バクテリアタ ロ -

ンを選

択した｡ 増幅されたイ ンサ ー

ト蘭域は個々 にゲルから切り出して 二 次スクリ ー

ニ ン グ (S o u th e r n h y b ri di z a ti o n ) の プロ
ー ブ用 に精製した｡
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骨髄移植後3 日 目 の骨髄 (T a 唱 e t)

↓ 【 ¶ 】

m R N A 抽出

↓
c D N A 化

↓

ct) N A

E ‖B a d a p t e r (

の付知

/ / B a m H l a d a p t o r )

I
¢O N A

B a m H = 削ヒ

↓
C D N A

F J a d a p t e r の付加

↓
T a r g e t 特異的 F p ri m e r によ る P C R 増格

申

T

T

正常骨髄 ( C o m p e tit o r)

↓ 【C C 】
m R N A 抽出

↓
c D N A 化

↓

C D N A

E ‖B a d a p t e r (

の付知

C o m p e tit o r

/ / B ∂ m = I a d a p t o り

I
¢O N ▲

B a m H I 消化

↓
C D N A

K M a d a p t e r の 付加

↓
特異的 ビオテ ン化

T

C

C

C

ン

K p ri m e r に よ る P C R 増嶋

ビオチ ン

ン

T a rg e t c D N A と C o m p e tit o r c D N A を混合し変性させ ､ 再会合させ る I C C . C T . ¶ I

T

T

I

ギミさ
C

C
ン

T

C

ン

ン

↓
ア ピジン 溶液を加え ､ C o m p e tit o r c D N A 【C C . C T 】を取り除く ( 3 回線り返す)

↓
T a rg e t 特異的 F p ri m e r を用 い て T a r g e t 側に特異的な c D N A 【T T 】をP C R に より増幅する

↓
T O P O v e c t o r にLig a ti o n

大腸菌 X L -i B ( u e M R F
-

をT r a n sf o r m a ti o n

↓

S u b t r a c t e d lib ｢ a ry の 構築

ピタシ

図8 . C D N A S u b t r a c ti o n 法の概略
骨髄移植後 3 日 目の 骨髄由来c D N A をt a r g e t ､ 正 常骨髄由来c D N A を c o m p e tit o r と し て

そ れぞれ調整 し､ C D N A s u b t r a c ti o n を行 っ た ｡ P C R 後 の c D N A をT O P O v e c t o r に 組 み 込 み ､

大腸菌X L - 1 Bl u e M R F
'

を形質転換し､ s u bt r a c t e d lib r a r y を構築した｡
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s o l止 h e r n h y b rid i z a ti o m によ る ニ 次 ス ク リ
ー ニ ン グ

1) ブ ロ ツ ティ ン グ

ー 3 0 ℃ で 保存 して あ っ た t a r g et c D N A を制限酵素 ( B a m H I ) で切 断し,

c o m p e tit o r 側特異的な K / M ア ダプタ
ー を付加させた ｡ c o m p etit o r c D N A と

t a r g et c D N A を, ともに K p ri m e r を用 い た P C R を行い , 増幅 した｡ P C R の

サイ クル数の条件検討は, t a r g e t c D N A の 調整の 方法 と同じであ る｡ P C R は

反応液量 10 〃1 中に K / M a d a p t o r を付加した c D N A を 0 . 1 2 5 J⊥1 , 最終濃度

1 ×P C R b u ff e r f o r K O D l )1 u s
-

, 0 . 2 m M d N T P s , 1 m M M g S O `1 ,

o .5 p M K p ri m e r , 1 u nit s の K O D
-

pl u s
- D N A p ol y m e r a .s e ( 東洋紡績株式会

社, 束京, 日本) を加え , D e l la t tl r e 9 4 ℃ , 1 分, A r･11 1 e alill g 5 0 ℃ , 1 分, E x t e n ti o I 1

7 2 ℃ , 1 分 を1 サイ ク ル と して 1 0 サイクル行っ た (l st P C R) ｡ 次に , 1 st P C R

と同様に反応液 を作製し, 1 0 0 倍希釈した 1 st P C R 産物を加え , D e n a t t l r e 9 4 ℃ ,

1 分, A n n e ali n g 5 0 ℃ , 1 分, E x t e n sio n 7 2 ℃ , 1 分を決定 したサイクル数で

行 っ た｡

p c R 産物はフ ェ ノ - ル ･ ク ロ ロ フ ォ ルム処理後, エ タノ
ー ル沈澱し精製した o

精製した P C R 産物の 濃度を測定後, 1 % ( w / v) A g a r o s e g el で 3 〝g ずつ 電気

泳動した ｡ そ の 後, ゲル を加水分解溶液 ( 0 .2 5 M H Cl) で加水分解し, 変性溶

液 (1 . 5 M N a O H , 0 . 5 M N a Cl ) で変性させ た｡ 変性後, V a c u u m B l o tt e r ( 日

本バイ オラ ッ ド ラボラトリ ー ズ株式会社 , 東京, 日本) を用 い て トラ ンス フ

ァ
ー 溶液 (0 . 4 M N a O H ) 中で ナイ ロ ンメ ンプレン ( H y b o n d

- N ＋ , A m e r sh a l n

Bi o s ci e n c e s , 東京, 日本) に トラ ンス フ ァ ー したo トラ ンス フ ァ
- は 1 時間
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辛 (5 i n c h e s H g) 行い , 2 × S S C (3 3 . 3 m M N a C l , 3 3 . 3 m M T ri s o di u m cit r a t e

d e h y d r a t e) でリ ンス後, U V 照射に よりメ ン プレ ンに核酸を固定した ｡

2) プロ
- ブの 作製

1 次ス クリ
ー

ニ ン グ後 の c D N A を T O P O v e ct o r に組み込み , 大腸菌を形質

転換して F p ri m e r を用 い たダイ レク ト P C R を行い , P C R 産物を 1 % ( w / v)

a g a r o s e g el で 電気泳動 した｡ 増幅され たイ ンサ -

ト領域をゲ ルから切り出し

て , フ ェ ノ
ー ルを加えて凍結/ 解凍をす る ことで D N A を水屑に トラ ッ プしたo

そ の D N A を含む水屑を フ ェ ノ ー

ル ･ ク ロ ロ フ ォ ル ム処理後 , エ 夕ノ -

ル沈澱

し精製した o 精製した遺伝子断片を鋳型として A u くp h o s D i r e ct L ib elli n g a n d

D et e cti o n K it (A m e r s h a m Bi o s ci e n c e s , 東京, 日本) を用 い て アル か+ フ ォ

ス フ ァ 夕
-

ゼで標識したプ ロ - ブを作製したo

3) ハイ プリダイゼ - シ ョ ン

メ ンプレ ンを5 5 ℃ の H y b ri di z ati o n b u ff e r [ 0 . 5 M N a C l , 4 % ( w / v) bl o cki n g

r e a g e n t ( A 工n e r S h a m B i o s ci e n c e s , 束京, 日本) ] 中で振と うして プレハ イ

プリダイゼ - シ ョ ンを行 っ た の ち , ラ ベ ルしたプロ - ブを 10 n g / m l で加 え,

5 5 ℃で 12 - 1 6 時間振と う しなが らハ イプリダイゼ - シ ョ ン を行っ たo 十分な

ハイプリグイゼ - シ ョ ン の の ち , メ ン プレン を 5 5 ℃ に温めた p ri m a Ⅳ w a sl l

b u ffe r [ 2 M U r e a , 0 .1 % S D S
,
5 0 m M N a p h o s p h a t e (p H 7 . 0) , 1 5 0 m M N a Cl ,

1 m M M g C 12 , 0 . 2 % B l o ki n g r e a g e n t ( A m e r s h a m B i o s ci e n c e s , 東京, 日本) ]
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で 2 回洗浄後, s e c o n d a r y w a s h b u ff e r (5 0 m M T ri s b a s e , 1 0 0 m M N a C l ,

2 m M M g C 12 ) で 常 温 に て 2 回 洗 浄 し た ｡ 洗浄 後 , D e t e cti o n R e a g e n t

( A m e r s h a m B i o s ci e n c e s , 東京, 日本) を 3 0 L Ll/ c m
2
で滴下 して 5 分間反応

させ た｡ 過剰な反応液を除き, サ ラ ン ラ ッ プで包 んで Ⅹ線フ イ ルム(Bi o M a x M S

Fil m , K o d a k 株式会社, 東京, 日本) を重ねて カセ ッ トを閉じ, 室温 で 5 分- 1 2

時間感光させ たの ち , 現像した｡

プラス ミド D N A の 精製/ 塩 基 配 列 の 決定

2 次 スクリ
- ニ ングの 結果, T a r g et 側で有意な発現が認められたク ロ

ー ンを

もつ 大腸菌を2 × Y r m e di u m ( A n l P ＋) で およそ 1 8 時間培養後, Fl e xiP r e p K it

( A m e r s h a m B i o s ci e I I C e S , 東京, 日本) を用 い て プラス ミ ド D N A を精製し

た o そ の 後, A L F e x p r e s s
T M
A u t o C y cl e

T M
s e q u e n ci n g K it ( A m e r s h a m

B i o s ci e n c e s , 東 京 , 日 本) と A L F r e d A u t o s e q u e n c e r ( A IT l e r S h a m

B i o s ci e n c e s , 東京, 日本) で プラス ミ ド D N A の 塩基配列を決定した｡ 塩基配

列をB L A S T (h tt p :/ / w w w . 工1 C bi . n l m .Ⅰュih . g o v / b l a st/) に送り既知遺伝子との

相同性を検討した ｡

R e a 卜ti m e P C R 法 によ る定量発現解析

サブト ラク シ ョ ン により得 られたク ロ
ー ン の , 骨髄移植後の マ ウス骨髄にお

ける発現解析を行うため, P C R プライ マ ー 設計 S oft w a r e を用い て 目的の遺伝

子に特異的な P C R p ri m e r を設計し, 骨髄細胞由来 c D N A を鋳型 として
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R e a トti m e P C R によ る定量発現解析を行 っ た[1 8 , 1 9] o P C R 反応は S Y B R
(諺

p r e m i x E x T a q
′

r M K it (T a K a R a 株式会社 , 東京, 日本) を用い , 反応液量 2 0

L Ll 中に c D N A の 1 0 倍希釈液を 5 LLl 加 え , 最終濃度0 ･ 2 L L M s e n s e p ri m e r ,

o . 2 FI M a n ti s e n s e p ri m e r お よび 1 × S Y B R
世 P r e m i x E x T a q

T ” を加 え ,

Li g h t C y cl e r ( ロ シ ュ
. ダイ ア グノス テ ィ ッ ク ス株式会社, 東京, 日本) を用

い て , D e n a t t l r e 9 5 ℃ , 5 軌 各 A n n e ali n g 温度, 2 0 秒, E x t e n si o n 7 2 ℃ ,

1 5 秒を 1 サイ クル として 4 5 サイクル行 っ た｡ そ の後, Lig h t C y cl e r s oft w a r e

v e r si o I 1 3 . 5 ( ロ シ ュ
･ ダイ アグノ ステ ィ ッ ク ス株式会社, 東京, 日本) を用い

て 発現解析を行 っ たo P C R 条件は表 8 に示す o

R e al ti m e P C R 法を行う にあたり, ほ ぼ全て の 臓器で恒常的に発現して い る

遺伝子で ある E F l
-

α ( el o n g a ti o n f a ct o r 卜 α) の 発現を内部標準としたo 各

遺伝子 に対 して P C R を行 っ た後, 内部標準遺伝子に対する相対発現量を求め,

正 常マ ウス ( D a y O) で の 発現量を 1 としてグラフ に示した｡
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表8 . u gllt C y cle r を用い た定 量発現解析の ための P C R 条件
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'
-3
'

) T m ( ℃)
P r o d u ct s i z e

( b a s e p air s)

3 0 . .
T

G

G

A

G

G

:
T

G

T

T

C

G

T

G

G

c

G

T

A

T

T

G

G

c

G

T

T

G

G

G

G

A

T

G

T
6 0 3 41

3 0 1 7
T

C

c

A

A

C

A

C

A

A

A

T

G

G

c

A

T

G

c

G

c

A

c

G

A

T

c

G

T

G

A

A

c

C

A

C

c

T

A

G

A A
6 2 3 3 4

3 . . 3 呂%
G

c

G

c

C

T

T

. TT c
A

T

C

TT T
C

c

A

c

A

B
A

5 5 2 5 3

3 3 6 0 喜≡A
A

A

C

A

G

A

A

G

G

A

G

c

A

A

G

G

A

G

A

A

A

T

A

G

A

A

C

G

A

A

G

c

T

芸
A

6 0 . 9 8

3 3 8 1 喜TTⅠTc? T
G

c

G

A

G

c

C

G

T

G

G

c

G

L
A

,

T

c

G

T
5 8 2. 7

3 3 9 5 呂字T
T

;
G

c

T

c

G

c宇c
c

c

T

T

G

G

T

c

C

T

C

G

T T

A宇 5 8 2 2 2

3 4 5 1 冨T
T

G

C

芸
G

G

A

G

A

A

G

G

T

G

G

A

C

A

C

c

A

T

G

A芋L
G

G

T

G

G

T

T

A
6 0 2 9 4

3 7 . 6 喜芋A
C

c

C

T

A

T

T

G

G

G

C

G

C

喜芸
A

cS A
C

芸
c

G

G

T A

A

G

G
6 0 21 1

肝1 ･

a]p h a L
c

c

T

A

C

c

A

c

C

A

A

A

T

…芸芸
c

c

A

A

T

G

C

c

G

A

T

G

C

c

G

A

T

A

A

c

A

A

T

A

C
5 7 3 5 1

W h ol e m o u n t I
-

n sit u h y b ri d i z a ti o n

1) 旺 の 摘出

10 週齢の C 3 H / H e N (舵) に P M S G ( 生化学工業株式会社 , 東京, 日本,

5 0 u ld t/ m L) 0 . 1 m L を腹腔注射し, そ の 4 8 時間後に H C G (生化学工業株式

会社, 東京, 日本, 5 0 u n it/ m L) 0 . 1 m L を腹腔注射し, C 3 H / H e N ( 雄) と 1

対 1 で交配させ た三交配翌朝に pl u g を確認 したマ ウスを妊娠0 . 5 日目 として ,

妊娠 10 . 5 日目に屠殺後, 開腹し子宮を取り出した｡ 実体顕微鏡下で子宮を切

り開い て胎仔を取り出し, 固定液 (4 % P a r af o r m al d e h y d e / P B S l 中で 4 8

時間固定した. そ の 後組織を 5 0 % メ タノ ー ル , 過酸化水素水混合液で 5
- 6 時

間漂白 し, 使用す る までメ タノ ー ル 中で
- 3 0 ℃ で保存したo
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2 ) プロ ー ブ の 作製

R e a トti m e P C R 法を用 い た定量発現解析 の結果 , 顕著な発現増加が見 られた

ク ロ
ー ンをも つ プ ラス ミ ド D N A を鋳型 と して T 3 p ri m e r と T 7 p ri m e r を用い

て P C R で 増幅した ｡ P C R 産物を 1 % ( w / v) A g a r o s e g el で電気泳動し, 増幅

された 目的の バ ン ドを切り出 して P e rf e ct p r e p 藩 G el C l e a n u p K it ( E p p e n d o rf ,

東京, 日本) を用 い て精製した ｡ この 鋳型 D N A を用 い て D I G R N A I 』b eli n g K it

( ロ シ ュ ･ ダイ ア グノ ス テ ィ ッ クス株式会社 , 東京, 日本) により ジゴキシゲ

ニ ン標識の R N A プロ
ー

ブを作製したo 具体的に は P C R 産物精製後, イ ンサ
ー

トの 入 っ て い る 向きから判断して T 3 また は
′

r 7 R N A p ol y n 一e r a S e を用 い て ,

反応液量 1 0 f⊥1 中に精製した D N A 断片 0 . 5 〝g , 1 ×
′

r r a f l S C rip ti o n B tlff e r ,

1 × N T P I A b eli n g M i x t u r e , T 3 または
′

Ⅰ
､

7 R N A P ol y m e r a s e l O u I 山 , R N a s e

i n h ibit o r 5 u n it を加え, 3 7 ℃で 3 時間反応さ せ た. 反応終了後, D N a s e を 10 u rd t

加 え, 3 7 ℃ で 1 5 分反応 させ鋳型 D N A を分解 し , ジゴキ シゲニ ン標識 R N A プ

ロ
- ブを作製した ｡

3 ) ハ イ プリダイゼ - シ ョ ン

メ タノ 1 L ,中に固定した腔を, 段階的にメタノ
ー ル濃度を下げたバ ッ フ ァ

-

に置換して 加水 し, [1 0 0 % メタノ
ー ル - 7 5 % メタノ

- ル, 2 5 % T
- P B S (0 ･0 5 %

T w e e n 2 0 / P B Sう - 5 0 % メタノ
ー ル, 5 0 % T

- P B S - 2 5 % メタノ
- ル, 7 5 % T

-

p B S → 1 0 0 % T - P B S] l o o 拓 T P B S で 5 回洗浄したo 2 0 tL g / m l の タ ンパク質

分解酵素 (p r o t ei n a s e K ) を 1 m l 加えて 37 ℃で 15 分間振とうし, 結合組織な
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どを分解後, グリ シ ン溶液 (2 m g / m L グリ シ ン/ T - P B S) で 2 回洗浄した ｡

さらに T - P B S で 室温 にて 5 分間 , 2 回洗浄したの ち, 0 .2 % グルタル アル デヒ

ド/ T P B S 溶液中に室温 に て 2 0 分浸 し, 再固定した. T - P B S を用い て 室温 に

て 2 回洗浄後, ハ イ プリ ダイゼ - シ ョ ン溶液 [ (50 % f o r m a m i d e , 0 . 7 5 M N a Cl ,

1 0 m M P IP E S , l m M E D T A ,
1 0 0 Fi g / m L t R N A , 5 0 L L g / m I J h e p a ri n ,

1 % S D S) / D E P C w a t e r] 中で 6 3 ℃ にて 1 時間振とうし, プレハイ プリグイ

ゼ - シ ョ ンを行 っ た. プ レ ハ イ プリダイゼ - シ ョ ン後, 調整したジゴキシゲ ニ

ン標識 R N A プロ ー ブを 1 0 0 n g 加え , 6 3 ℃ で
一 晩ハ イ プリダイゼ - シ ョ ンを行

っ た. ハ イ プリグイゼ - シ ョ ン後, 洗浄溶液 1 [ (1 0 n･1 M P I P E S , 1 m M E D T A -

2 N a , 3 0 0 m M N a C l , 1 % S D S) / D E P C w at e r] で 6 3
o

C にて 3 回洗浄した. さ

らに洗浄溶液 1 .5 [ (1 0 m M PI P E S , l m M E D T A - 2 N a , 5 0 m M N a C l , 1 % S D S)

/ D E P C w a t e r] で 50 ℃ に て 2 回洗浄 し, プロ ー ブを除去した o 次に R N a s e

b u ff e r [ (1 0 0 L L g / m L R N a s e A ,
1 0 m M PI P E S , 5 0 0 m M N a C l , 0 . 1 % T w e e n -

2 0) / D E P C w a t e r] 中で 3 7 ℃ にて 6 0 分間振とうし, R N A を分解した ｡ 洗浄

溶液 2 [ (5 0 % f o r m a m id e , 1 0 m M P IP E S , 1 m M E D T A 1 2 N a , 3 0 0 m M N a C l ,

1 % S D S) / D W ] 中で 5 0 ℃ にて 3 0 分間洗浄, 洗浄溶液3[ (5 0 % f o r m a m id e ,

1 0 m M P I P E S , 1 m M E D T A T 2 N a , 1 5 0 m M N a C l , 1 % S D S) / D W] 中で 50 ℃

に て 3 0 分間洗浄, 洗浄溶液 4[ (5 0 % f o r m a m i d e , 1 0 m M PI P E S , 1 m M

E D T A - 2 N a , 5 0 0 m M N a C l , 0 . 1 % T w e e n
- 2 0) / D W ] 中で 70 ℃にて 2 回洗浄

後, 洗浄溶液4 中で 7 0 ℃ にて 20 分間温 めた｡ その 後 丁王∋S T [ (1 5 0 m M N a C l ,

1 0 0 m M T ri s - H C l ( p H 7 . 5) , 0 . 1 % T w e e n - 2 0) / D W ] で室温 にて 5 回洗浄 し
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た . 洗浄後の 腔 を2 4 w e11 pl a t e に移 し, 抗体 h y b ri di z a ti o n b u ff e r

[ 1 % B l o c ki l l g p O W d e r / (0 . 1 M マ レイ ン酸 , 0 . 1 5 M N a C l , p H 7 .5) ] を加 え

て 室温 にて 6 0 - 9 0 分振 とう後, 3 7 5 m U / m l の 抗 D I G
-

A P 標識抗体を添加し

て 4 ℃ で
一 晩イ ンキ ュ ベ - 卜した o T B S T で室温 にて 5 分間 4 回, 6 0 分間 5 回

洗浄 し, N T M T [ (0 . 1 M N a Cl , 0 . 1 M T ri s - H C l ( p H 9 .5) , 5 0 m M M g C 12 , 1 %

T w e e n - 2 0) / D W ] 中で 室温 にて 5 分間, 2 回イ ンキ ュ ベ
- 卜した o A P b u ff e r

[ (5 % p ol y v i n yl al cll Ol , 0 . 1 M N a C l , 0 . 1 M T ri s
- H C l ( p H 9 .5) , 5 0 m M M g C 12 ,

o .o 1 % T w e e n
- 2 0) / D W ] 中でイ ンキ ュ べ

-

卜した後, 発色基質液

[ 2 % N B T / B C I P st o c k s olt lti o l l ( R o cll e , 東京, 日本) , 1 0 0 1- 1 M T ris
- H C l

( p H 9 .5) , 1 0 0 m M N a C l , 5 % P ol y v i n yl al c o h o l , 5 0 m M M g C l2 ,

1 % T w e e ll - 2 0] 中で 発色さ せた ｡ お よそ 3
- 6 時間発色を行い , 濃く染まっ た

と こ ろで P B S T[ (1 3 7 m M N a C l , 8 . 1 m M N a 2 P O ▲4 , 2 . 6 8 m M K C l ,

1 . 4 7 m M K H 2 P O 4 , 0 . 1 % T w e e n
- 2 0) / D W ] を加え発色を止め, P B S T で洗浄

後, 4 ℃ で保 存 した ｡ そ の 後 , 段階的 に エ タノ
- ル 濃度を 上げた溶液 (3 0 % エ

タ ノ
ー

ル, 7 0 % P B S T - 5 0 % エ タノ
ー ル

,
5 0 % P B S T - 7 0 % エ タノ

ー ル ,

3 0 % P B S T - 1 0 0 % エ タノ
- - l L ,) に置換して脱色後, 段階的に エ タノ

ー ル 濃度

を下げた溶液(30 % P B S T , 7 0 % エ タノ
ー ル - 5 0 % P B S T , 5 0 % エタノ

- ル - 7 0 %

P B S T , 3 0 % エ タノ
ー ル - l o o 拓 P B S T) に置換して透明化を行い , 写真撮影し

た ｡
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有意差検定

有意差検定 は S t u d e n t
'

s 卜t e st を用 い て 行 っ た ｡ p < 0 .0 5 の 時 , 有意な差が

ある と判定した ｡
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結果

c D N A サ ブトラク シ ョ ン の 結 果

c D N A サブト ラク シ ョ ン法 により構築 したサ ブトラクテ ッ ドライ ブラリ
ー

の

中から､ 骨髄移植後 3 日目で特 異的 に発現して い るク ロ
ー

ンをさら に絞り込む

ため, S o u th e m h y b rid i z a ti o n による 二 次スクリ
- ニ ングを行っ たo

サブトラクテ ッ ドライ ブ ラリ
- 中の 約 20 0 0 クロ

- ンにつ い て 二次ス クリ
-

ニ ングを行っ た結果 ､ 移植後 3 日目で顕著に発現が上昇して い る 2 3 7 タ ロ
- ン

を得 たo この 23 7 ク ロ
- ン に つ い て 遺伝子配列を決定し､ デ

-

夕 べ
- ス(B L A S T ,

h tt p :// w w w . n c bi . nl m . n ih . g o v /b l a st/) で既知遺伝子 との ホモ ロ ジ
- を検討

したo その 結果, 機能未知遺伝子が 2 0 ク ロ
ー ン ( うち 4 ク ロ

ー ンは重複) で

あ っ た. そ の 他, 輸送 ･ 分泌
･ シ グナ ル伝達 ･ 代謝関連遺伝子が 3 1 タロ

- ン ,

サイ トカイ ン
･ ケモ カイ ン遺伝子が 1 3 タ ロ

- ン , 細胞骨格関連遺伝子が 2 1 タ

ロ
- ン , リボソ

- ム遺伝子が 1 3 ク ロ
- ン , 転写因子遺伝子が 5 タ ロ

- ン, 酵

素関連遺伝子が 3 9 タ ロ
- ン , ミ ト コ ン ドリ ア 関連遺伝子が 3 9 クロ

ー ン ･

I m m u n o gl o bli n 関連遺伝子が 34 ク ロ
ー ン, そ の 他の 遺伝子が 2 2 ク ロ

- ン得

られ た ( 図 9) ｡ 得 られ たク ロ
- ン の 発現解析を行うにあたり, 造血幹紳胞増殖

と直接的な関連が薄い と予想され る , ミ トコ ン ドリア関連遺伝子やリボソ
ー ム

関連遺伝子などを除外し, 機能未知遺伝子 2 クロ
- ン, サイ トカイ ン

･ ケモ カ

イ ン遺伝子 2 ク ロ
- ン, 輸送関連遺伝子 2 ク ロ

- ン, 代謝関連遺伝子 2 タ ロ
-

ンの 計 8 ク ロ
ー ンに つ い て 骨髄移植前後の 骨髄で の 定量発現解析と, 胎生 1 0 ･ 5

日目の マ ウス旺 を用 い た w h ol e m o u n t in slt u h y b ri d
i z ati o n を行 っ た o
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l m m u n o gl o bti n

関連遺伝子

3 4 cl o n e s

酵素

3 9 cl o n e s

ミトコ ン ドリ ア

関連遺伝子

3 9 cl o n e s

機能未知遺伝子

2 0 cl o n e s

S u b t r a c t e d c一o n e s

2 3 7 c一o n e s

そ の 他

2 2 cl o n e s

輸送 ･ 分泌 ･ シグナ ル伝達
･ 代謝関連遺伝子

3 1 cl o n e s

サイ トカイ ン ･

ケモ カイ ン遺伝子

1 3 cl o n e s

細胞骨格関連遺伝子

2 1 c一o n e s

リポソ ー ム

1 3 c一o n e s

転写因子

5 cl o n e s

固9 . S u b t r a c t e d cl o n e s の概要
c D N A サ ブトラク シ ョ ン により得られた骨髄移植後3 日目 の骨髄で特異的に発現

して い る遺伝子を機能により大別 した｡
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s u b t r a c t e d cl o n e の 定 量発現解析

サブトラク シ ョ ンに より得 られた ､ 正常時よりも骨髄移植後 3 日目で発現が

顕著なク ロ
-

ン の うち ､ 機能未知遺伝子 2 ク ロ
ー ン を含む 8 ク ロ ー ン に つ い て

R e a トti m e P C R 法に より骨髄移植後 の 骨髄で の 定量発現解析を行 っ た｡ 棒グラ

フ の 赤色 は骨髄移植された マ ウス にお け る結果を示し ､ 青色は骨髄移植を受け

なか っ たもの の 値を示す｡ 折れ線は骨髄移植後の 骨髄中の造 血幹細胞数の 回復

動態を示す ｡

C l o ll e 3 0 1 1 ( 図 1 卜 A)

骨髄移植後, 1 日目から 2 日目 にか けて発現量が急激に増加 しはじめ､ 3 日

目に正常値 の 14 . 4 倍にまで増加した ｡ そ の後も正常時に比 べ て 高い 発現を保

っ たままゆるや かに減少し ､ 1 8 日目 には ほぼ正常値に戻 っ た ｡ 骨髄移植をして

い ない マ ウス で は ､ 3 日目に正常値の 8 .8 倍に増加した ｡ 3 日目から 6 日目に

か けて 発現量が減少し､ 6 日目は 正常値 の 5 .8 倍を示した｡

C l o n e 3 0 1 7 ( 図 1 卜 B)

骨髄移植後 1 日目には正常値の 7 . 1 倍まで 増加した ｡ その 後､ 徐々 に減少し

9 日目 に ははぼ正常値 に戻 っ た｡ こ れ に対 して 骨髄移植をして い ない マ ウス で

は ､ 3 日 目､ 6 日目の いずれにお い て も正常値とほぼ同じ発現量で あ っ たo

6 2



C l o n e 3 1 1 3 ( 図 1 1 - C)

骨髄移植後､ 1 日目か ら 2 日目にかけて急激に発現量が増加 し ､ 3 日目に は

正常値の 3 6 倍に も増加 した｡ そ の後 ､ 徐々 に滅少し､ 移植後 1 8 日目にはほぼ

正常値に戻 っ た ｡ 骨髄移植を して い な い マ ウス で は ､ 3 日目に 正 常値 の 1 4 倍

に増加した ｡ 6 日目はさ らに発現量が増加し､ 正常値の 1 7 倍を示 した｡

Cl o rl e 3 3 6 0 ( 図 1 ト D )

骨髄移植後1 日目 には正常値 の 53 倍 にも増加した｡ その 後 ､ 徐 々 に減少し ､

9 日目に はほぼ正常値に 戻 っ た｡ 骨髄移植をして い ない マ ウス で は､ 3 日目 に

正常値の 6 .4 倍に増加した ｡ 3 日 目か ら 6 日目にか けてさ らに発現量が増加し ､

6 日目は正常値の 7 倍を示した ｡

Cl o n e 3 3 8 1 ( 図 1 ト E)

骨髄移植後 1 日目に は正常値の 5 倍に増加した. その後､ 発現量 は徐々 に減

少し､ 6 日目 にははぼ正常値に戻 っ た ｡ こ れ に対 して骨髄移植をして い ない マ

ウ
.
スで は ､ 3 日目は正常値よりも低い発現量で あ っ たが ､ 6 日目 には正常値 の

3 倍に増加した｡

Cl o n e 3 3 9 5 ( 図 1 トF)

骨髄移植後 ､ 徐々 に発現塞が増加し ､ 3 日目に は正常値の 4 倍に増加した ｡

そ の 後､ 6 日目に はほぼ正常値に戻 っ た ｡ これ に対 して 骨髄移植をして い な い
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マ ウス で は､ 3 日目は正 常値 とほぼ 同じ発現量で あ っ たが ､ 6 日目 には正常値

の 3 倍に増加 した ｡

C l o l l e 3 4 5 1 ( 図 1 卜 G)

骨髄移植後 1 日日に は正常値 の 1 5 . 7 倍に も増加した｡ その 後､ すみやかに

減少し､ 1 2 日目に はほ ぼ正常値 に戻 っ た｡ 骨髄移植をして い ない マ ウスで はI

3 日目か ら6 日目にかけて 発現畳が増加し､ 6 日目は正常値 の 3 倍を示した｡

C l o n e 3 7 1 6 ( 図 1 1 寸Ⅰ)

骨髄移植後ゆるやか に発現最が増加し, 6 日目に 正常値 の 2 倍に増加した｡ そ

の 後､ 徐々 に減少し､ 1 8 日目 には ほぼ正常値に 戻 っ た o 骨髄移植を して いない

マ ウスで は､ 3 日目は正常値とほぼ同じ発現畠を示したが ､ 3 日目から 6 日目

にかけて発現量が増加し ､ 6 日目は正常値の 1 . 7 倍で あ っ た｡

W h o l e m o u n t l
'

n s l

'

t- u h y b ri d i z a ti o n

骨髄移植後に急激に発現壷が増加する遺伝子が ､ 造血幹細胞の増殖 (自己複

製) を支持す る 因子な らば, マ ウス 腫 に おい て成体型造血幹細胞が発生すると

考えられて い る A G M ( a o rt a -

g o n a d
-

I T l e S O n e p h r o s) 領域で 発現して い る の

で はない かと考え ､
A G M 領域で造血が開始する胎生 1 0 .5 日肝で ､ 各遺伝子 の

発現を w h ole m o u n t l
'

n s l

'

t u h y b ri d i z a ti o n に より検討したo

機能未知遺伝子 2 ク ロ ー

ンを含む 8 ク ロ ー

ンに つ い て検討した結果､ 機能末
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知遺伝子 2 クロ
ー ン を含む 4 ク ロ

-

ン で ､ A G M 領域で の 発現が見られたo A G M

領域で 発現 して い る 4 ク ロ
ー ン の うち 2 ク ロ

ー ンは脳で も非常に強く発現して

い た｡ 胎生 1 0 . 5 日旺の 模式図を図 1 0 に示す｡

各タ ロ
- ンの 発現部位

cl o n e 3 0 1 1 ( 図 1 1 - A ) : 耳胞､ 咽頭弓 ､ 心臓, 肢芽先端､ A G M 領域,

c l o n e 3 0 1 7 ( 図 1 ト B) : 脳 ､ 耳胞 ､ A G M 領域

cl o n e 3 1 1 3 ( 図 1 卜 C) : 耳胞､ 咽頭 弓 ､ 心臓､ A G M 蘭域

cl o n e 3 3 6 0 ( 図 1 ト D) : 脳､ 耳胞 ､ 心臓 ､ A G M 領域

cl o n e 3 3 8 1 ( 図 1二1 - E) : 前脳 ､ 咽頭 弓 , 耳胞 ､ 心臓, 肢芽

cl o I【le 3 3 9 5 ( 図 1 ト F) : 耳胞､ 心臓､ 肢芽

cl o I･1 e 3 4 5 1 ( 図 1 1 - G) : 前脳 ､ 耳胞､ 咽頭 弓､ 心臓､ 肢芽

cl o n e 3 7 1 6 ( 図 1 1
- H ) : 耳胞 ､ 咽頭 弓 ､ 心臓､ 肢芽

図 1 0 . 胎生 1 0 . 5 日 マ ウス腔 の 模式図

脂

耳胞

a

A G M 韻域
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骨髄移植後の 発現量

移植後 1 日 目 か ら 2 日 目 に か け て 発現量が急激に増加 し始め ､ 3 日 目に 正常値 の
1 4 .4 倍 に ま で増加 した ｡ そ の後も正常値に 比 べ て 高 い 発現を保 っ たままゆ るやか に

減少し ､ 1 8 日目に は ほぼ正常値に戻 っ た ｡

E I 0 .5 で の 発現部位
咽頭弓､ 耳胞 ､ 肢芽先端 ､ 心臓 ､ A G M 領域
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骨髄移植後の 発現量
移植後急激に発現量が増加 し､ 1 日目に は 正常値 の7 .1 倍ま で増加 した｡

そ の後 ､ 徐々 に 減少 し9 日 目に は ほぼ正常値に戻 っ た ｡

E I 0 .5 で の 発現部位
脳､ 耳胞 ､ A G M 領域

E I O . 5

図1 I . S u b t r a c t e d cl o n e の発現解析
左図 骨髄移植後 の 骨髄 で の 定量発現解析
赤色は骨髄移植された マ ウ ス にお ける値､ 青色 は骨髄移植を受けな か っ た ( 放射線照射 の み)
マ ウス で の値を示す ｡ 赤 い 折れ線は骨髄移植後の造血辞細胞 の回復動態を示す｡

右図 胎生1 0 . 5 日 マ ウ ス腫 で の W h ol e m o u n t in sit u h y b ridi z a ti o n
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骨髄移植後 の発現量
移植後ただ 引 こ発現圭が増加 し始め ､ 1 日目に は正常値 の5 3 倍に も増加 した ｡
そ の後 ､ 徐々 に減少 し､ 9 日目 に は ほぼ正常値に戻 っ た ｡

E I 0 . 5 で の 発現部位
脳､ 耳胞 ､ 心臓 ､ A G M 領域
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骨髄移植後 の発現量
移植後ただち に発現量が増加 し始め ､ 1 日目 に は 正常値の 5 倍 に増加 した｡

そ の 後発現量は徐々 に減少し ､ 6 日目 に はほぼ正常値に戻 っ た ｡

E I 0 .5 で の 発現部位
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骨髄移植後の 発現量
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骨髄移植後 の 発現量

移植後速やかに発現量が増加 し始め､ 1 日目に は 正常値 の1 5 .
7 倍 に増加 した ｡

そ の後速やかに減少し､ 1 2 日 目に は ほぼ正常値に戻 っ た ｡
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骨髄移植後 の発現量
移植後緩やか に発現圭が増加 し､ 6 日目 に正常値 の2 倍 に増加 した｡
そ の 後徐々 に王威少し ､ 1 8 日目に は ほぼ正常値に戻 っ た ｡
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考察

p a rt l の 骨髄移植後 3 日目の 血清を用 い た実験結果から, 骨髄移植後3 日目

の 骨髄中 には , 血清中に放出されない 造 血幹細胞増殖関連因子が発現して い る

と 予想された ｡ P a rt 2 で はそれ らの 遺伝子をタ ロ
-

ニ ン グする た め , 骨髄移植

後 3 日目 の マ ウ ス骨髄細胞由来 c D N A を t a r g e t , 正 常 マ ウ ス 骨髄細胞由来

c D N A を c o m p e tit o r と して c D N A サ ブトラク シ ョ ン を行っ た ( 図 8) ｡ サブ

トラ クテ ッ ドライブ ラリ
ー 構築後の約 20 0 0 タ ロ

-

ン に つ い て 二 次 ス タリ
-

ニ

ン グを行 っ た結果 , 2 3 7 偶の ポ ジティ ブタ ロ
- ンを得た ( 図 9) ｡ う ち 20 タ ロ

- ン は機能未知遺伝子 (4 ク ロ
ー ンは重複) だ っ た｡ 機能未知遺伝子以外には,

細胞輸送 ･ 分泌 関連遺伝子 , 細胞骨格関連遺伝子 , サ イ トカイ ン
･ ケ モカイ ン

遮伝子 , リボ ソ ー ム遺伝子 , ミ トコ ン ドリ ア 関連遺伝子 , I m m u n o gl o b li n 関

連遺伝子等が得られた ｡ こ れら の ク ロ
ー ン の 発現解析 を行うにあたり , 造血 と

の 直接的な関連が薄い と予想され るリボソ
ー ム遺伝子 , ミ トコ ン ドリ ア関連遺

伝子 ,
I m m u n o gl o bli n 関連遺伝子等を解析から除外 したo 造血 へ の 関与が予

想される遺伝子 の中から, 機能未知遺伝子 2 ク ロ
- ン と, ス クリ

ー

ニ ングの結

果 , 特に移植後 3 日目 の 骨髄で の 発現が著しか っ た遺伝子 6 ク ロ
- ン, 計8 ク

ロ
- ン に つ い て , 詳細な発現解析を行 っ た.

R e a トtil n e P C R 法を用 い て 骨髄移植後の マ ウス骨髄における定量発現解析を

行 っ たと こ ろ , 全て の タ ロ
- ンは , 骨髄移植後 1 日目か ら3 日目 の あい だに正

常値 と比 べ て 顕著に発現量が増加する が, 移植後 1 8 日目頃に は正常値と同程

7 0



度 の発現量に低下して い た( 図 9 r A - H ) ｡ また , 胎生1 0 .5 日目腔 を用 い て w ll Ol e

m o u n t l
'

n s l
'

t u h y b rid iz a ti o n を行 っ た と こ ろ , 成体型造血幹細胞が発生 , 増殖

する A G M 領域 ( a o rt a ∵g o n a d
-

m e s o n e p h r o s , 腹部大動J派, 生殖隆起, 中腎

で 囲 まれた領 域) で発現し て い る遺伝子が4 ク ロ ー ン あっ た ( 図 9 r A , B , C , D ) .

遺伝 子発現解析の 結果 , 予想され る機能に つ い て 遺伝子ごと に考察す る o

C l o n e 3 0 1 1 : M u s m u s c ul u s RI K E N C D N A 2 8 1 0 4 0 5 K O 2 g e n e ( 図 9 - A )

機能未知遺伝子 で ある cl o n e 3 0 1 1 は, 定量発現解析にお い て 骨髄移植後 3 日

目に 正常時の 1 4 倍に も増加し , 放射線照射の み の マ ウス に お い て も正常時の

9 倍 に増加して い た｡ 骨髄移植によ っ て 発現最が増加して い る こ とか ら, 移植

した造 血幹細胞と の接触 によ っ て こ の 遺伝子 の 発現が誘導され る と考えられる ｡

また , 胎生 1 0 . 5 日腔 の A G M 領域で発現して い た こ とか ら, cl o n e 3 0 1 1 は造

血幹細胞の 増 殖 に関わ る 因子 で あ る可能性が示唆され る ｡ また , こ の 遺伝子 に

つ い て ドメイ ン検索を行 っ たが, 既知の ドメイ ン との 相同性は見 られなか っ た ｡

新規 の 造血幹細胞増殖支持因子 で ある こ とが期待され るため , タ ン パ ク 質レ ベ

ル で の 発現解析や , 組み 換えタ ンパ ク質を作製し, l
l

n vltT O で造血幹細胞増殖

実験を行うな ど, 詳細な機能解析が必要と考える ｡
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c l o n e 3 0 1 7 : M u s m u s c u] u s B l o c k e d e a rl y in t r a n s p o rt 1 h o m ol o g (S .

c e r e v i si a e ト1ik e ( 図 9
- B)

B l o c k e d e a rl y i n t r a n s p o rt 1 h o m ol o g ( S . c e r e v i si a e)
-lik e 杖, 定量発現

解析 にお い て 骨髄移植後ただち に発現が増加し, 1 日目に正常値の 7 倍に増加

した ｡ こ れ に対して放射線照射 の みの マ ウス で は, 3 , 6 日目 ともに正常値 と同

程度に発 現 して い た ｡ 以上 の こ とから, こ の遺伝子は移植した骨髄細胞との接

触 に より発現が誘導され る と予想される ｡ また, 胎生 1 0 .
5 日旺の脳 で 非常 に

強く発現し, A G M 領域で も発現して い た ｡ 胎生 10 .5 日 削ま大脳半球の 形成期

に あたる こ とから, こ の 道伝子は造血系の 発 生だけで なく , 神経系の 発生 に も

関与して い る可能性が示唆される ｡ こ の 道伝子の ドメイ ン検索を行っ たと こ ろ ,

t a r g e t S N A R E c oile (i
-

c oil 領域 とt r a n s m e m b r a n e ドメイ ンを持つ こ とがわ

か っ た｡ 小胞体とゴルジ体 で の タ ンパ ク輸送 へ の 関与が関与も報告されて い る

が[31] , 造血 系 , 発生 にお け る詳細な機能は不明で あるため, 今後の 解析 が必

要 で あ る と考 える ｡

c l . n e 3 1 1 3 : M u s m u s c ul u s i n s u li n
-li k e g r o w th f a ct o r 1 (I G F

- 1) ( 図 9 - C)

I G F - 1 は, 生体内で は成長ホルモ ン依存的に肝臓, 骨髄などで産生され , さ

ま ざまな細胞の 増殖因子として機能する[3 2] o 細胞周期の促進, アポト
ー

シ ス

の 抑制など多様な作用をも つ が , 造血系にお いて は血球系, リ ンパ球系 の
い ず

れ の 細胞 に も働き , 造血 系 を活性化させ る と報告されて い る[3 3 , 3 4] o I G ト 1

紘 , 定量発現解析にお い て 骨髄移植後 3 日目に正常値の 3 6 倍と, 著 しく増加

7 2



し て い る こ と か ら, 造血系再構築 に 深く関与 して い る こ とが 示唆され る ｡ さ ら

に , 放射線照射の みの マ ウス に おい て も 6 日 目に正常 値 の 1 7 倍に 増加 して い

た o これ は, 放射線照射に より障害を受 けた血球を , ア ポ ト ー シ ス か ら回避さ

せ る ため にI G F
-

1 の 発現が急激に増加 して い る の で は な い か と考えられ る o ま

た , 胎生 1 0 . 5 日腫の A G M 領域 で発現 して い る こ とか ら , I G F
- 1 が造血幹細

胞 の発生 にも関与 して い る 可能性が示唆され る ｡

c l o n e 3 3 6 0 : M u s m u s c ul u s c D N A cl o n e I M A G F, : 5 3 8 9 1 1 6 ( 図 9
- D )

機能未知遺伝子 で ある cl o I･1 e 3 3 6 0 は , 定量発現解析にお い で骨髄移植後ただ

ち に 発現墓が増えはじめ, 1 日目に 正常時の 5 4 倍 に も増 加 した ｡ 骨髄移植に

よ っ て 発現量 が顕著に増え る こ とか ら, こ の 道伝子 の 発現には移植した細胞と

骨髄問質細胞 の接触が重要 で あると考えられる o また , 胎生 1 0 . 5 日肥 の A G M

簡域 で 強く発現して い る ととも に , 心臓や脳 で も非常に強く発現して い た ｡ 胎

登 l o .5 日目は心房中隔形成, 大脳半球 の 形成期 に あた る こ とか ら, cl o n e 3 3 6 0

が骨髄移植後の 造血幹細胞の増殖に関わ るだ け でな く , 腰 発生 にお い て も非常

に重 要 で ある 可能性を示唆する ｡ また , こ の 遺伝子 の ドメイ ン検索を行 っ た と

こ ろ , B i n d i n g
-

p r o t ei n
- d e p e n d e n t t r a n s p o rt s y st e m s i n n e r m e m b r a n e

c o m p . si g n . ドメイ ンをも つ 遺伝子 で ある こ とか ら, 細胞内輸送や代謝に関連

す る遺伝子 で あると予想されるが , 詳細は不明 で ある ため , タ ン パ ク質 レベ ル

で の 発現解析や ,
･組み換えタン パ ク質を作製し, l

'

n v l
-

[I
･

0 で 造血幹細胞増殖実

験を行うなど, 詳細な機能解析が必要と考える ｡
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c l o n e 3 3 8 1 : M u s m u s c ul Li s c yt o s k el e t o n -

a s s o ci at e d p r o t ei n 4 ( 図 9
- E)

c y t o s k el et o n
-

a s s o ci a t e d p r ot ei n 4 は膜タ ンパ ク質であ り , 小胞体と微小

管を結合させ , 細胞分裂を安定化さ せ る ために重要とされて い る[3 5] o 定量発

現解析 にお い て , 骨髄移植後 1 日目 には正常値 の 5 倍に増加 した o そ の 後, 発

現量 は徐々 に減少し, 6 日 目には ほぼ正常値 に戻 っ た ｡ こ れ に 対 して 骨 髄移植

をし て い な い マ ウスで は , 3 日目は正常値よりも低い発現畳 で あ っ たが ,
6 日

目に は正常値の 3 倍に増力ロした｡ こ の 結果から, 移植した細胞が安定して細胞

分裂し, 生体の 生存維持に必要な細胞数まで増加するため に機能して い る可能

性が示唆され る ｡

c l o n e 3 3 9 5 : M u s m u s c ul u s c h e m o k i n e ( C
- C m o tif) 1i g a n d. 6 ( 図 9

- F)

c h e m o kill e li g a ll d 6 は単球,
′

r 細胞の 遁走活性をもつ ケ モ カイ ン で , 造血

系細胞 と繊維芽細胞で 発現して い る[3 6] ｡ 定量発現解析にお い て 骨髄移植後,

徐々 に発現量が増加し, 3 日目に は正常値の 4 倍に増加 した ｡ そ の 後 , 6 日目

に は はぼ正常値 に戻 っ た ｡ これ に対 しT
J腎髄移植をして い な い マ ウス で は, 3

日目は正常値と ほぼ同じ発現量で あ っ たが , 6 日目に は正常値 の 3 倍 に増加し

た ｡ 骨髄細胞移植 により 早期に発現が上昇するケモ カイ ンで ある こ とか ら, 移

植 した造血幹細胞の骨髄 ヘ の 定着に関与して い る可能性も考えられ る o
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Cl o n e 3 4 5 l : M u s m u s c ul u s R I K E N c D N A 5 8 3 0 4 5 8 K 1 6 g e n e

p r o d u c t
-

”

2 8 k D i n t e rf e r o Iュ alp h a r e s p o n si v e p r o t ei n ( 図 9
- G)

2 8 k D i n t e rf e r o n alp h a r e s p o n si v e p r ot ei n は マ ウス で の解析は殆ど進ん で

い な い が , ほ ぼ同じ配列をもつ ヒ ト遺伝子 は噴覚受容体と して の 機能が示唆さ

れ て い る[3 7] ｡ 定量発現解析におい て 骨髄移植後 1 日目には正常値 の 1 5 . 7 倍

にも増加 して い る こ とか ら, この 遺伝子は移植した骨髄細胞 との接触 に より発

現が誘導され , 造血系再構築 に深く 関与して い る と考えられ る｡ また , 1 0 . 5 日

腔 の A G M 領域で の 発現は認められなか っ たが , 脳や心臓で発現して い る こ と

から, 膳発 生に 関与 して い る 可能性が示唆され る o

c l o n e 3 7 1 6 : M u s m u s c u l u s A l Ⅸ 1 ( a n ti o x id a n t p r o t ei n 1) h o m ol o g 1

( y e a st) ( A t o x l) ( 図 9
- H )

A t o x l は細胞内外 の 銅輸送に関与する金属輸送ペプチドで あり, 銅イ オ ン の

恒常性維持に 重要で ある[38] ｡ 定量発現解析 にお い て , 骨髄移植後ゆ る やか に

発現量が増加し, 6 日 目に 正常値の 2 倍に増 加 した｡ そ の 後, 徐々 に減少し,

1 8 日目にはほぼ正常値に戻 っ た｡ 骨髄移植をして い ない マ ウスで も同程度の発

現が見られ る こ とか ら , 放射線照射により細胞が減少する ことで発現量が増加

したと考えられる ｡ また , A t o x l の ノ ッ ク ア ウ トマ ウスで は銅代謝異常による

成長遅延な どが報告され て い る[3 9] こ とか ら , 正常な発達に 重要で ある と考え

られ る ｡
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P a r七 2 の 考察

P a rt 2 で は, 骨髄移植後 3 日目 の 骨髄で特異的 に発現の 上昇す る遺伝子 を

c D N A サ ブ ト ラク シ ョ ンに よりク ロ
ー

ニ ン グし, 詳細な遺伝子発現解析を行 っ

た ｡ c D N A サ ブトラク シ ョ ンに より, 骨髄移植後 3 日目の 骨髄で発現の 上昇す

る 2 3 7 タ ロ
-

ンを特定したo うち 2 0 ク ロ ー ンは機能未知遺伝子 (4 ク ロ ー

ン

は重複) だ っ た ｡ 機能未知遺伝子以外 に は, 細胞輸送 ･ 分泌関連遺伝子 , 細胞

骨格関連遺伝子 , サイ トカイ ン ･ ケモ カイ ン遺伝子などが得られた｡ 得 られた

タ ロ
- ン の 発現解析を行う にあ たり, 造 血系 へ の 直接的な関連が薄い と予想さ

れ るリボソ - ム〕 石 子や ミ トコ ン ドl+ ア 関連遺伝子等を除き, 機能未知遺伝子

2 クロ
-

ン, この 他に スクリ ー

ニ ン グの 結果 , 特に移植後 3 日目の 骨髄で の 発

現が著しか っ た遺伝子 6 ク ロ ー

ンを合わせ て , 計 8 クロ -

ンにつ い て詳細な発

現解析を行 っ た ｡

骨髄移植前後の 骨髄 にお ける定量発現解析の結果 , 解析した8 ク ロ ー ンは い

ずれも移植後 1 日目か ら 3 日目まで の 造血幹細胞の減少時期に発現が増加し,

造血幹細胞数が 正常値近くまで 回復した移植後 1 8 日目には, ほぼ正常値と同

程度の発現量 に まで 戻 っ た ｡ こ の 結果は, こ れらの 遺伝子産物が骨髄移植後の

造血幹細胞増殖 に深く 関与す る こ とを強く示唆す る ｡ また, 8 タロ - ン中

4 ク ロ
ー

ンが成体型造血幹細胞の 発生 , 増殖部位と考えられて い る胎生 10 .5

日目肱 の A G M 領域で発現して い た ｡ 骨髄移植後の造血幹細胞増殖に関与する

遺伝子が発生時の造血幹細胞増殖部位で も発現して い た結果から, 骨髄移植後
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の 造 血幹細胞増殖 と , 発 生時 の 造血幹細胞増殖の 制御機構が類似して い る こ と

が示唆され る ｡ そ して さ らに これ らの 遺伝子 に つ い て 述 べ る ｡
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今後の 展望

まず P a rt l で は , 致死量放射線照射後に骨髄細胞を移植した マ ウスの 造血幹

細胞 (K S L 細胞) の 回復動態を解析 した結果 , 骨髄移植後 3 日 目の体内環境に

造血幹細胞を効率よく増殖させ る シ ス テ ム が存在す る こ とが示唆された

( 図 3
-

D ) ｡ こ の 結果をも と に, 骨髄移植後 の 血清中に造血幹細胞増殖因子 の

存 在 を想定 し, 骨髄移植後 3 日目 の 血清存在下で 全骨髄細胞と造血支持細胞株

で ある M S
- 5 との 共培養を試みたと こ ろ , 全骨髄細胞中の 造血幹細胞は培養開

始時の約 2 5 倍に まで増加 した ( 表 5
- B ) ｡ 正常血晴で は造血幹細胞増殖は認め

られなか っ た こ とか ら (表 5 - B) , 骨髄移植後 3 日目の 血暗中に は正常血清中

に は存在しない , 造血幹細胞増殖 に有効な因子が含まれて い る こ とが示された ｡

また, 骨髄移植後 3 日目 の 血清存在下 で も , 骨髄細胞と M S
- 5 が接触できな い

条件で培養する と , 造血幹細胞増殖は認められなか っ たこ とか ら ( 表 5
- C) ,

造血幹細胞増殖には, 支持細胞との接触も重要で ある こ とが明 らかとなっ た o

全骨髄細胞中の造血幹細胞が著しく増殖した M S
- 5 では , 造血幹細胞増殖 へ

の 関与が報告されて い る複数の サイ トカイ ン の 発現が上昇して い た (図 5) 0

こ の 結果 は, 骨髄移植後 3 日目の 血清中に含まれ る 因子が , こ れらの サイ トカ

イ ンの 発現 を誘導したためと考えられ る ｡

生体が強い ス トレス環境下に曝露されるとス テ ロ イドホル モ ンの分泌が上昇

す る ことが報告されて い る[16 , 1 7] , また ,
ス テ ロ イ ドホ ル モ ンで ある性ホル

モ ンは造血系の細胞増殖との関連が報告されて い る[26 , 2 7 , 2 8 , 2 9] ｡
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マ ウス 血清中の テス トステ ロ ン濃度を E LIS A 法 に より測定する と, 骨髄移植

後 3 日目の マ ウス 血清中の濃度は正常血清中濃度 に 比 べ , 有意 に上昇しても1 た

(表 6) ｡ こ こ から, 性ホルモ ンの 骨髄移植後の造血幹細胞増殖 へ の 関与 を想定

し, M S
- 5 と骨髄細胞の 共培養系に性ホルモ ン を添加した ｡ テ ス トステ ロ ン の

添加 により造血幹細胞が増殖した こ とから (表 7) , 骨髄移植後3 日目の 血清中

に含まれ る造 血幹細胞増殖因子 の 一

つ が テス トス テ ロ ンで あ る と考 えられる o

しか し, 骨髄移植後 3 日目の 血清単独で は造血幹細胞増殖が誘導で きなか っ た

こ と から, 骨髄移植後 3 日目の 骨髄中に は, 血清中に放出されない 造血幹細胞

増殖関連因子が発現して い ると予想された｡ そ こ で 次に, c D N A サブトラ ク シ

ヨ ン によりそ れ らの 伝子ク ロ - ニ ン グを行 っ た o

P a rt 2 で は, c D N A サ ブト ラク シ ョ ン により得 られたタ ロ
- ンの 遺伝子発現

解析を行 っ た ｡ c D N A サ ブトラク シ ョ ン に より, 骨髄移植後 3 日目の 骨髄で特

異的に発現 が上昇して い る遺伝子 2 3 7 タ ロ - ンを特定した ( 図 9) o 2 3 7 ク ロ

ー ン中 2 0 ク ロ -

ン (4 ク ロ -

ンは重複) は機能未知遺伝子だっ た o 得られ た

ク ロ
- ン の うち , 造血幹細胞増殖 へ の 直接的な関連が薄い と想定される遺伝子

( ミ トコ ン ドリ ア関連遺伝子, リ ボソ
ー

ム 関連遺伝子など) を除い たク ロ
ー ン

の な かか ら, 機能未知遺伝子 2 ク ロ
ー ン を含む 8 タ ロ - ン に つ い て詳細な遺伝

子発現解析を行 っ た ｡ 骨髄移植前後の骨髄で の 定 量発現解析を行 っ た結果 , 8

ク ロ - ン い ずれ も骨髄移植後 1 日目か ら 3 日目に か けて の 造血幹細胞減少期に

発現が高く , 造血幹細胞数がほぼ正常値に回復した移植後 1 8 日目 に は, 発現
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が正常時 と 同程度に戻 っ て い た こ とか ら, こ れら
の 遺伝子が骨髄移植後の造血

幹細胞増殖に深く関与 して い る こ とが示 され た ( 図
1 卜 A - H ) o 胎 生 10 ･5 日

腔を 那 岐 w h ol e m o u n t i n s
l
･

t u h y b ridi z a ti o n の 結果 , 8 ク ロ
ー ン中 4 ク ロ

ー ンはマ ウス の 成体型造血幹細胞の発生, 増殖部位 で あ る A
G M 領域で発現し

て い た ( 図 1 卜 A , B , C , D ) ｡ これ らの解析結果から , 骨髄移植後
の造血幹細胞

増殖機構 と, 発生時の造血幹細胞増殖機構が類似す
る こ とが示唆される o

今後は残り の ク ロ
ー ン に つ い て も発現解析を行 い , より造血幹細胞増殖に 関

連の強い遺伝子 を絞り込む必要があるだろう ｡ そ
れ ら の遺伝子 の機能を検討す

る方法の---
一

つ に , 組み換え タ ンパ ク質を作製す る方法があるc 組 み換
えタ ン パ

ク質が作製で きれば, i n i ,L
･

t r o で の 造血幹細胞増殖実験や , 骨髄移植時の L
'

n v i v o

における影響の解析などが可能とな る o また, 作製
し たタンパ ク質を抗原 と し

て ラ ッ トを免疫し, ラ ッ ト ミ エ ロ
- マ細胞との ハイブリド

ー マ を作製すれば,

モ ノク ロ
- ナ ル抗体を用 い で旨髄移植マ ウスの 造血組織におけ

る これ らの遺伝

子産物の タ ンパ ク質レベ ル で の 発現解析も可能 とな
る o 発現タ ンパ J] 質の 収量

の 多さか らす る と大腸菌を 剛 壮 発現系が簡便だが , 大腸菌 で作製する組み換

ぇタ ン/てク質は, ほ乳類 の ような翻訳後修飾が行われな
い ため , 生理活性物質

として の 機能解析に用 い る に は最適とはい えな
い o そ こで , より ほ乳類に近 い

翻訳後修飾が行われる昆虫細胞を用 い た発現系が , 最
も適切だろ うと考える o

本研究で ク ロ
- ニ ン グした遺伝子 , な らびにそ の タ ンパ ク質 に つ

い て詳細な

解析を行う こ と に より, 造血幹細胞 の自己複製 と分化
の制御機構解明に繋が る

こ とが期待される ｡
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