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１．研究実施の概要

１）サイトカイン共通受容体�c鎖のシグナル伝達分子であるJak３と会合するSTAM

１とSTAM２のダブル欠損マウスを作出し、これらSTAMsがT細胞分化増殖に必須

に関わることを明らかにした。

２）新たなGrb２ファミリー分子Grf４０/GadsがpreT細胞の分化増殖にも関わること

を明らかにした。

３）抗原提示細胞の機能発現に重要なOX４0/OX４０リガンド（OX４０L）系が実験的

アレルギー性脳炎（EAE）やレーシュマニア（L. major）感染症の発症制御にお

いて、重要な役割を担うことを示した。

４）リンパ球を含む全ての血液細胞を産生する成体型造血幹細胞は胎生期のAGM

（aorta/gonad/mesonephros）領域で発生し、胎生肝臓で増殖・分化を行った後

に造血の場は胸腺、脾臓、骨髄に移行する。マウス胎仔の造血組織のin vitro培養

系を用いて、造血幹細胞の発生・増殖・分化・移行のプロセスに関与するサイト

カイン、細胞内シグナル伝達分子、転写因子の機能解析を行った。

５）アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターの実用化を推進するため、その作製法

（パッケージング細胞株開発など）と応用に関する基礎研究を行った。

６）造血幹細胞遺伝子治療のために開発した選択的増幅遺伝子の有用性を動物実験

（マウス及びサル）で確認した。また、X連鎖重症複合型免疫不全症やX連鎖慢

性肉芽腫症の免疫不全マウスを用いて遺伝子治療モデル実験を行い、それぞれの

特徴を明らかにした。

７）T細胞の初期分化において、�）DNからDPステージへの分化に不可欠なT細胞

抗原受容体（TCR）�鎖の発現は、�鎖遺伝子のヒストンアセチル化と再構成とい

う一連のクロマチン構造変化に依存するが、両現象はTCR enhancerの質的に異

なる制御下にある、�）DPからSPステージへの選択的分化過程では、TCRシグ

ナルにより転写因子c-fos遺伝子の翻訳能の獲得と翻訳開始因子であるeIF-４Eの発

現亢進という機能的分化がおこる。なお、その過程にはAML-１転写因子の関与が

示唆された。
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２．研究実施内容

１）STAM１とSTAM２のダブル欠損マウスが胎生致死であることから、Cre-loxP系

を用いて、T細胞でのSTAM１/２ダブル欠損マウスを作出した。同マウスは末梢T

細胞の著減を示し、胸腺におけるCD４SP細胞とCD８SP細胞が共に減少し、DN細

胞の増加がみられた。また、同マウスの胸腺細胞は、anti-CD３+IL-２やanti-CD３

+IL-７刺激に対して低応答性を示すと共に、アポトーシスに高感受性を示した。こ

れらの結果から、STAM１/２がin vivoにおいても、T細胞の生存・分化・増殖に重

要な役割を担っていることが明らかになった。

２）Ｔ細胞に優位に発現する新たなGrb２ファミリー分子Grf４０/Gadsを単離した。

Grf４０/Gadsのin vivo機能を調べるために、Grf４０/GadsのSH２ドメイン欠損変異体

のトランスジェニック（Tg）マウスを作出した。Grf４０/Gads-Tgマウスの胸腺で

は、preT細胞の分化増殖が障害され、Grf４０/GadsがTCRだけではなく、preTCR

を介するシグナル伝達にも関わっていることが明らかにされた。また、このTgマ

ウスが免疫不全マウスであることが分かった。

３）OX４０L欠損マウスではEAEの発症が強く抑えられ、抗原提示細胞にOX４０Lを過

剰に発現したTgマウスでは、EAEが野生型マウスに比し重症化した。これらの

結果から、OX４０Lが自己免疫発症に直接的に関与することが明らかになった。ま

た、L. majorはマウスの免疫反応解析に用いられる代表的な寄生虫であるが、L. 

major感染マウスの遺伝背景の違い（C５７BL/６とBALB/c）により、免疫反応が大

きく異なることが知られている。L. major耐性マウスであるC５７BL/６にOX４０Lを

過剰発現するとL. majorに感受性となり、一方L. major感受性マウスである

BALB/cでOX４０Lを欠損させるとL. major感染に耐性となった。これらの事実

は、寄生虫感染アレルギー反応において、OX４０Lが特定の遺伝的素因と機能的に

関連しつつ疾患発症に重要な機能を有している可能性が示唆された。

４）我々が確立した胎生期のマウスAGM領域のin vitro培養系を用いて、成体型造

血幹細胞が発生するメカニズムの解析を行なった。AML-１およびc-Mybは成体型

造血に必須の転写因子であり、これらの変異マウスのAGM培養系では血管内皮様

細胞が出現するが、血球は産生されなかった。従って、これらの転写因子は血液

血管内皮細胞の共通前駆細胞であるヘマンジオブラストから血球への分化に必須

であることが示された。さらに、AGM培養系で、オンコスタチンM（OSM）は

ヘマンジオブラストに作用して、造血と血管内皮細胞の産生を促進することが示

唆された。そのメカニズムを解析するために、ヘマンジオブラスト様細胞株から

OSM誘導性の新規遺伝子を複数分離した。GADD４５ファミリーの新規遺伝子

OIG３７には増殖抑制機能があることが示された。その他の遺伝子機能については

解析中である。また、ヘマンジオブラスト抗原の検索を行い、AGMに存在する
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PCLP１（podocalyxin-like protein １）陽性CD４５陰性の細胞集団から造血幹細胞が産

生されることから、この集団にヘマンジオブラストが存在することが考えらえた。

他方、胎生肝臓の培養系を確立し、OSMが肝細胞の分化を促進することを示した。

この肝細胞培養系はAGM由来の造血幹細胞を増幅するとともに幹細胞の骨髄へ

の生着を促進することができた。

５）アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターシステムの開発：AAVベクター作製用

パッケージング細胞株樹立に向けた基礎検討として、変異loxPを用いたCre-loxP

法により複数のAAV蛋白質の発現を制御する系を確立し、ベクター作製効率を検

討した。また、少量のAAVベクターをシードとして用い、それを増幅させる系の

条件検討を行った。AAVベクターの遺伝子治療への応用に関しては、パーキンソ

ン病や癌などを対象とした基礎実験を行った。

６）遺伝子導入造血幹細胞を体内で増やすための選択的増幅遺伝子（SAG）の開発：

SAG［G-CSF受容体のシグナル伝達部位とエストロゲンE２（あるいはタモキシ

フェンTm）受容体のホルモン結合部位の融合蛋白質をコードする］は、E２（Tm）

刺激によってSAG導入細胞の増殖反応を誘導する技術である。in vitroでの基礎

データに基づき、このシステムの有用性を動物実験で検討した。マーカー遺伝子

と共にSAGを導入した骨髄細胞で造血系を再構築したマウスにTmを投与する

と、末梢血でマーカー遺伝子を持った白血球が増加し、SAGが機能することを確

認した。さらに、大型のカニクイザルの系でも同様の結果が得られ、少なくとも

造血前駆細胞レベルでの増幅効果が得られることが判明した。他方、免疫不全マ

ウスの遺伝子治療実験を行った。�c鎖遺伝子ノックアウトマウス（X-SCIDマウ

ス）の系で、正常骨髄細胞移植実験により正常リンパ球の選択的増殖優位性を明

らかにした。次に、�c鎖遺伝子治療実験を行い、ほとんど欠損していたT細胞・B

細胞・NK細胞の著明な増加を確認した。X連鎖慢性肉芽腫症（X-CGD）のモデル

マウスの遺伝子治療実験では、活性酸素産生能の回復を確認した。尚、X-CGDで

はX-SCIDの場合のような選択的増殖優位性が見られないため、SAGを応用した造

血幹細胞遺伝子治療が有用と思われる。

７）T細胞の初期分化をDNからDPステージ（DN-to-DP）およびDPからSPステー

ジ（選択分化）の２段階にわけ、その誘導に関わる分子機構を解析した。�TCR-

b遺伝子座のenhancer（Eb）をa遺伝子座のEaと置換したマウスを作製し、DN-

to-DPの初期分化に必要なTCRb遺伝子の発現機構を、遺伝子の解放状態、転写お

よび再構成に関わるenhancer機能に焦点を当てて解析した。その結果、b鎖遺伝

子の発現と再構成は極めて低いDNステージに比し、Eaが活性化されるDPステー

ジでは転写および遺伝子の解放状態を示すヒストンアセチル化は亢進した。しか

し、D-Jbの再構成は抑制されていた。以上、TCRb鎖の発現に必要なb鎖遺伝子の
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ヒストンアセチル化と再構成というクロマチン構造変化は、TCR enhancerの質

的に異なる機能に由来することが示唆された（論文投稿中）。�TCRシグナルに

より正の選択分化を受けたDP細胞の機能的分化に関わる分子を、TCR-TgのDP胸

腺細胞の再凝集同調培養法を開発して解析した。その結果、�選択前後でc-fos 

mRNA発現に変化はないが、その翻訳能は選択後に獲得された。その過程には

AML１が関与していた。�正の選択シグナルにより、mRNAの翻訳効率を促す転

写開始因子eIF-４Eの発現亢進とeIF-４Eに結合して翻訳制御的に機能する４E-BP発

現の低下がみられた（J. Immunol. １６４ : ５５９０, ２０００）。又、再凝集同調法を応用し

たレトロウイルス感染系を開発し（Immunol. Letter ７１ : ６１, ２０００）、eIF-４E遺伝子

を導入すると選択前DP細胞にc-fos遺伝子翻訳とIL-２産生が誘導された。以上、正

の選択シグナルにより増殖関連分子の発現能が翻訳因子の亢進に伴って誘導され

ることを明らかにした。
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