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学位論文内容の要旨

  高等生物は，外界および自らの体内の様々な情報を捉えて，その情報に適切に対処することによって自らの

恒常性を維持している．この恒常性を維持するためには種々の細胞活動が必要不可欠で，その中には細胞運動

と貪食作用が含まれる．細胞運動は，形態形成や炎症反底そして癌細胞の転移などの様々な現象に関わって

いる．また貪食作用は，自然免疫として外来生物から生体を防御するために大切な機構である．それらの作用

機構に重要な役割を果たしているもののひとっに低分子量G蛋白，Racが挙げられる．Racは比較的小さな蛋

白質で，細胞膜に局在し活性化を受けることで多くの細胞内のシグナル伝達に関与することが知られており，

特に細胞膜のアクチンを重合化させ細胞運動の原動カとなる葉状突起の形成に関わっているとされる．また，

細胞の貪食能にも重要な役割を担っていることが報告されている． Racをはじめとする低分子量G蛋白はGDP

を解離してGTPと結合することで活性化状態になるが，このGDPとGIPの交換反応を触媒するのがguanine

nucleotide exchange factor（以下GEF)と呼ばれる分子群で，ヒトではこれまで60種以上のGEFが同定されて

いる．1996年に癌関連遺伝子産物Qrkの結合蛋白としてクローニングされたDOCK180は，Racに対する特異

的GEFのーつであり，ヒト上皮系細胞株を用いた検討ではインテグルンからの刺激により，このDOCK180

によるRacの活性化がアポトーシス細胞の貪食や細胞遊走において重要な役割を果たしていることが判明し

ている．DOCK180は上皮系の細胞に幅広く発現しているが，これまでの研究では末梢血自血球には発現が認

められず，その相同体であるDOCK2が相補的に発現していることが報告されている．しかし，その後の研究

で血球細胞由来である樹状細胞（以下DC)においてDOCK180の発現が認められることが報告された．また

末梢血から分離された単球にはDOCK180蛋白の発現は認められなかったものの，血vitmでの分化誘導後のマ

クロファージ，DCには貪食能の獲得に相応してDOCK180の発現が誘導されることが判明した．このように

血球細胞においてもDOCK180の発現と機能が重要であることが判明してきたが｜これまで血液幹細胞を含む

各種血球細胞における詳細なDOCK180の発現検討はなされていない．そこで，本研究では血液幹細胞レベル

の細胞であるヒトCD34陽性細胞を中心に各種血球細胞におけるDOCK180の発現の検討を行った．また，in

vitroでヒトCD34陽性細胞を顆粒球に分化させることによるDOCK180の発現の変化についても検討を行った．

1．ヒトCD34陽性細胞におけるDOCK180発現

  末梢血から分離したルンパ球，単球を含む末梢血単核細胞，顆粒球，アフェレーシスプロダクト（以下AP)

中の戦獺臘以下AP単棚胸とAP中のCD34陽性細臓以下AP CD34陽性細胸，および骨髄単核細胞と

骨髄CD34陽性細胞におけるDOCK180 mRNAの発現量を検討した．その結果，リンパ球及び単球を含む末梢

血単核細胞と顆粒球において，DOCK180 mRNAは極めてわずかに検出されたのみであった．一方，AP CD34

陽性細胞，骨髄CD34陽性細胞において高い発現を認めた．また，AP単核細胞，骨髄単核細胞においてそれ

ぞれDOCK180 mRNAは，ほとんど検出されぬかった．
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  さらにImmunobb晒ngによりDOaく180蛋白の発現を解析したところ定量RT‐PCRの結果同様，APCD34

陽性細胞と骨髄くニI）34陽性細胞にのみに発現を認め，AP単核細胞，骨髄単核細胞には発現を認めなかった．

また，末梢血単核細胞と顆粒球にも以）CK180蛋白の発現は認められなかった．以上より，骨髄およぴ末梢血

い ずれ にお いて もヒ トく ニI） 34陽 性細 胞にのみDOCK1舳が発現していることが確認された ．

2．ヒトa）34陽性細胞の顆粒球分化における朕）〔X180の発現変化

  ヒト正常末梢血顆粒球においてはDOCKl踟の発現を認めなかったため，次にDOCK180の発現を認めたヒ

トCD34陽性細胞をmvi的で顆粒球へ分化誘導し7日目，14日目に回収しDOCK1闘の発現の変化を検討し

た．定量RT‐KR法でヒトCD34陽性細胞およぴ分化誘導7日目，14日目のDOCK180mRNA発現量を解析

した結果，純化したヒトCD34陽性細胞においてはDO（X180m恥仏の高い発現を認めたが分化誘導7日目，

14日目と経時的に発現の低下を認めた．次にb卿lnoblo価ngにより，顆粒球系への分化誘導における以）（X180

蛋白の発現を検討したとこ ろ，7日目，14日目と経時的にDOCKl舳蛋白の発現低下が認められた・

  以上の結果より，ヒトCD34陽性細胞におけるDOCK1闘は顆粒球に分化する過程でその発現カ湘圷するこ

とが明らかになった．

3．急性自血病細胞におけるDOCK180の発現

  急性骨髄性白血ヨ畝以下AML）患者4例の骨髄単核細｜胞（自血病細胞）からRNAを抽出しDOCK180mRNA

の発現量を検討した．4例のCD34陽性AML細胞では，正常の骨髄液CD34陽性細胞と比較して全例で

DO（X1801n亅RNAの発現は，極めて低かった．また，hn硼lmbb晒ngでもAML細胞にはDOCK1舳蛋白の発

現を認めなかった．

  以上のように，本研究において私は，初めてヒト（D34陽性細胞がDOCR180を発現することを明らかにし，

更にmviめでの顆粒球系への分化によって消失することを明らかにした．このことは，上皮系細胞における

DOCK1恥の役割のーつである細胞運動の制御機構が，この骨髄微小環境内におけるQ）34陽性細胞の移動や

細胞間相互作用に重要な役割を果たしている可能性を示唆している，一方I未分化な状態で微小環境を離れる

APCD34陽性細胞にもDO（X180の発現を認めたことはこの非生理的状況では骨髄内での移動とbゝ う生理

的なDOCK1闘の働きと無関係なメカニズムによってCD34陽性細胞が末梢へ移動する可能性を示唆する．し

かし実際に動員されたAPCD34陽性細胞は，再度骨髄ヘホーミングし再造血を構築するので，DO（X180が

保持されていることは骨髄微小環境へ戻った際のホーミング能カの維持に関与している可能性も考えられる．

また，m皿の4例ではくニI）34陽性にもかかわらず，DOCK1舳の発現を認めなかった．このことから腫癌化

した朋岨ー細胞は造血幹細胞の持つ表面マーカーのCD34が陽性であっても基本的に分化能を失った細胞であ

り，正常なd）34陽性細胞が骨髄微小環境から受ける分化刺激には依存していないことが想像される．正常

CD34陽性細胞とAMI，細胞におけるDOa【180の発現の違いは，難治性AM，に対する分子標的治療として

DOCK180が有用である可能性を示唆している．今後の研究で，これらの関係を明らかにする事により新規治

療へ結びっく事が期待される．
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

ヒトCD34陽性細胞における

DOCK180の発現に関する検討

細胞運動、貪食作用の作用機構に重要な役割を果たしているものに低分子量G蛋白のRac

がある。Racはguaninenucle襾deexchange鰍0r（以下Gl亜）にて活性化されるが、RaCに対する

特異的Gl三FのーっにDOCK180がある。これまでDOCK180は上皮系細胞に発現しているが、

血液細胞には発現していないと考えられていた。しかし、先の研究で樹状細胞（以下DC）、マク

ロファージにはDOCK180が発現していることが判明した。これまで各種血液細胞における詳細

なDOCK180の発現検討がなされていなかったため、本研究では血液幹細胞レベルの細胞で

あるヒトCD34防胎細胞を中心に各種血液細胞におけるDOCK180の発現の検討を行った。ま

た、血vi舶でヒトCD34陽陸細胞を顆粒球に分化させることによるDOCK180の発現の変化につ

いても検討を行った。まず、末梢血単核細胞、顆粒球、アフェレーシスプロダクト（以下AP冫中の

単核細胞（以下AP単核細胞）とAP中のCD34陽性細胞（以下APCD34陽性細胞）、および骨髄

単核細胞と骨髄CD34陽性細胞におけるDOCK180rnRNAの発現量を検討した。その結果、末

梢血単核細胞、顆粒球、AP単核細胞、骨髄単核細胞において、DOCK180mRNAは極めてわ

ずかに検出されたのみであったが、APCD34陽性細胞、骨髄CD34陽性細胞において高い発

現を認めた。さらにInユmunoblotthlgでのDOCK180蛋白の発現の検討にても同様の結果が得ら

れた。よって、骨髄および末梢血いずれにおいてもヒトCD34陽性細胞にのみDOCK180が発現

していることが確認された。次に、ヒ卜CD34陽陸二細胞を血vi伽で顆粒球ヘ分化誘導し7日目、

14日目に回収しDOCK180の発現の変化を検討した。定量R1｜PCR法でヒトCD34陽艚知胞お

よび分化誘導7日目、14日目のDOCK180mRNA発現量を解析した結果、ヒトCD34陽性細胞

においてはDOCK180mRNAの高い発現を認めたが、分化誘導7日目、14日目と経時的に発

現の低下を認めた。さらにbmunob10tthlgでのDOCK180蛋白の発現を検討にても、同様な結

果が得られた。よって、ヒトCD34陽陸細胞に茄けるDOCK180は顆粒球に分化する過程でその

発現が低下することが明らかになった。次に、急t生骨髄陸白血病（以下AML）患者4例の骨髄単

核細胞（自血病細胞）から恥岨を抽出しDOCK180mRNAの発現量を検討した。4例のCD34

陽陸AMI，細胞では、正常の骨髄液CD34陽陸細胞と比較して全例でDOCK180mRNAの発

現は、極めて低かった。また、bmuロ0b10tthlgでも同様にAMIー細胞にはDOCK180蛋白の発

現を認めなかった。よって、腫瘍化したCD34陽陸細胞では、DOCK180の発現を認めないこと
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が明らかになった。以上のように、本研究において、初めてヒトCD34陽陸細胞がDOCK180を

発現することを明らかにし、更にin vitroでの顆粒球系への分化によって消失することを明らかに

した。また、AMIーの腫瘍化したCD34陽性細胞では、DOCK180の発現を認めないことが判明し

た。これらの結果より、DOCK180がヒトCD34陽性細胞の骨髄内での移動に関わっている可能

性や腫瘍化の機序に大切な働きを持っている可能性が示唆された。質疑応答では、副査畠山

教授から、DOCK180の発現制御機構にっいて、DOCK180の遊走能との関わりにっいて、副査

今村教授から、BFU―E、CFU－GMレベルでのDOCK180の発現量の検討にっいて、AML細胞

の分化レベルでのDOCK180の発現にっいて、DOCK180の分子標的治療のtargetとしての可

能性について、主査小池教授から、DOCK180の発現調整について、DOCK180の細胞接着へ

の関与について、DOCK180の強制発現による抗腫瘍効果について、微小残存病変のマーカ

ーとなりうる可能性についての質問があった。いずれの質問に対しても、申請者はこれまでの文

献的報告摺よび実験結果を引用し、概ね適切に回答した。

本論文は、DOCK180が正常ヒトCD34陽性細胞発現すること、そして腫瘍化したヒトCD34陽

性細胞には発現しないことを明らかとした点で高く評価され、今後、白血病の腫瘍化の病態解明

や新規治療の開発に繋がることが期待される。

審査委員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども併

せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


