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　造血幹細胞は，各種の血液細胞に分化できる多能性と

多能性・未分化性を維持したまま分裂する自己複製能を

兼ね備えた細胞であり，生体の生涯にわたり血液細胞を

供給する．近年，造血幹細胞が血液細胞ばかりでなく非

造血系細胞へも分化することが示され，各種造血系疾患

の治療に加えてその遺伝子治療や再生医療への広い応用

が期待されている．しかしながら造血幹細胞の自己複製

や増殖機構については不明な点が多く、造血幹細胞の増

幅・培養法の確立には至っていない．

　Lnkは PH（pleckstrin homology）ドメイン，SH2（src-

homology 2）ドメインとリン酸化部位を持つ細胞内アダプ

ター蛋白質である．我々が作製したlnk欠損マウスではB

細胞の過剰産生が観察され，Lnkがc-Kitチロシンキナー

ゼからのシグナル伝達を抑制することによりB前駆細胞

の増殖・分化を制御していることがわかった．さらにlnk

欠損マウスでは造血幹細胞を含む骨髄前駆細胞群が増加

し，造血能が著しく亢進するなど，Lnkが造血幹細胞の増

殖および造血能制御に深く関与することが明らかとなっ

てきた．本稿では抑制性アダプター蛋白質Lnkを介する

免疫担当細胞，造血幹細胞の新しい維持・制御機構につ

いて紹介したい．

Lnkおよびそのファミリー蛋白質
　Lnkは，SH2ドメインとチロシンリン酸化部位を持つ細

胞内アダプター蛋白質としてクローニングされたが1），そ

の後さらにPHドメイン，富プロリン領域も持つ68kDaの

蛋白質であることが判明した2, 3）．Lnkは，SH2-B（別名

PSM；pro-rich, PH and SH2 domain containing putative

signailing mediator）やAPS（adaptor molecule containing PH

and SH2 domains）と非常によく似た構造をとり，ショウ
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ジョウバエから保存されているアダプター蛋白質ファミ

リーを形成する（図1）．

　SH2-Bは，FcεRγ鎖のITAM （immunoreceptor tyrosine-

based activation motif）に結合する分子としてクローニン

グされ4），JAK2 や Trk, PDGF （platelet-derived growth

factor）-R（receptor）, insulin-R, IGF-I（insulin-like growth

factor-I）-Rなどに結合しリン酸化される5-7）．MAPKカス

ケードの活性化，チロシンキナーゼ活性の制御，アクチ

ンの重合制御などへの関与が報告されているが7-10），詳細

な生理作用についてはまだ不明な点が多い．我々は大塚，

吉村らとともにSH2-B欠損マウスを作製し，SH2-Bが生

殖器官の成熟に欠かせない分子であることを明らかにし

た11）．APSは，c-Kitの基質の一つとしてクローニングさ

れ12），B細胞受容体刺激やTrk, PDGF-R, JAK2, insulin-R

によりリン酸化される12-16）．APSはリン酸化によりc-Cbl

と結合しPDGF-R, JAK2のシグナルを抑制することが示

されている13, 14）．我々はAPS欠損マウスの作製にも成功

しており，現在その解析を進めている．

　Lnkは，脾臓，リンパ節，骨髄などリンパ系組織で比較

的強く発現し，特にB細胞で強く発現する17）．T細胞受

容体（TCR）架橋刺激によりリン酸化を受ける38 kDの蛋

白質として報告されたためTCRのシグナル伝達に働く分

子として注目された1）（この 36-38kDa のタンパク質は

LAT; linker for activation of T cellsであることが判明した
18））. しかし，TCR架橋刺激によるリン酸化について再現

性が乏しいこと，またT細胞よりもB細胞で高く発現し

ていることなどから，TCR以外のシグナル伝達系で機能

するアダプター蛋白質と考えられた17）．lnk欠損マウスの

解析から，LnkがB細胞産生量を調節し2），造血幹細胞お

よび前駆細胞の増幅や造血能を制御していること19），血

図1 Lnkおよびそのファミリーア
ダプター蛋白質の構造

互いに相同性を持ち富プロリン領域
を含むN末端ドメインに続き，PH，
SH2ドメイン，C末端に保存された
チロシンリン酸化部位を持つ．SH2-
B（別名PSM）には，スプライシン
グの違いによりSH2-BαとC末端リ
ン酸化部位を欠くSH2-Bβ，γ，δが
ある．これらはショウジョウバエか
ら保存されているアダプター蛋白質
ファミリーを形成する（drosophila
LnkでのN末端ドメインの相同性は
低い）．

図2 lnk欠損マウスにみられる
B細胞過剰産生

骨髄ではproB細胞の段階から顕著
となるB 細胞系の増加が観察され
る．脾臓では正常マウスでほとんど
みられないpreB細胞が認められ，比
較的未熟なB細胞が増加する．
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小板産生の制御に関わること20）が明らかになってきた．

LnkによるB細胞産生制御
　lnk欠損マウスは正常に生まれ，T細胞分化および活性

化に異常はみられなかった．ところが，脾臓では幼若なB

細胞が増加しており，正常ではほとんどみられないpreB

細胞が存在していた．さらに骨髄ではB前駆細胞群の顕著

な増加が認められた（図2）．この増加はB前駆細胞の内

因性異常に起因することが移植実験により確かめられた．

また，放射線照射を施していないRAG欠損マウスに移入

した場合，正常骨髄前駆細胞はほとんど生着できないが，

lnk欠損前駆細胞は問題なく骨髄に生着してB細胞を産生

した．lnk欠損骨髄前駆細胞ではc-Kit のリガンドである

SCF（stem cell factor）に対する反応性が亢進しており，c-

Kit依存性増殖シグナルの増強がB細胞過剰産生の一因と

考えられた2）．そこでlnk欠損マウスをc-Kitの膜貫通部に

欠失を持つWマウスと交配したところ，B細胞過剰産生

は有意に軽減し, c-Kit依存性シグナルの増強がB細胞過剰

産生の主因であることが in vivoでも確認された19）．c-Kit

はさまざまな血液前駆細胞に発現しており，各種血球前駆

細胞の増殖に重要である．lnk欠損マウスではB細胞系の

選択的な増加が認められたが，これはLnkがB細胞系に強

く発現しており17），Lnkによるc-Kit依存性増殖シグナル

の抑制がB前駆細胞でより強く働くためと考えられる．

Lnkによる造血幹細胞機能制御
　lnk欠損によりSCF反応性が亢進すること，移入実験に

て造血前駆細胞の骨髄への生着も亢進している可能性が考

えられたことから，より未熟な造血前駆細胞でのlnk欠損

の影響を検討した19）．lnkは造血前駆細胞にも発現してお

り，lnk 欠損マウスでは造血幹細胞を含む分化抗原陰性

（Lin－）c-Kit+Sca-1+分画が増加し，CFU-Sを形成する多能

性前駆細胞も顕著に増加していた（図3）．競合的骨髄再

構築(competitive repopulation)法により造血幹細胞の造血能

を評価した．Ly5.2+の lnk欠損および正常マウスより採取

した造血前駆細胞をアロタイプが異なるLy5.1+マウスより

採取した前駆細胞とともに致死量の放射線を照射したマウ

スに移植した．正常前駆細胞を５倍量のLy5.1+前駆細胞と

ともに移植すると造血系細胞の約１／６程度がLy5.2+とな

るのに対して，lnk欠損前駆細胞を用いた場合にはほとん

どのB細胞がLy5.2+となりlnk欠損細胞から産生されるこ

とがわかった．さらにT細胞や骨髄球系細胞もそのほとん

どが lnk欠損前駆細胞から産生され，lnk欠損により造血

幹細胞の造血能が飛躍的に亢進することが明らかとなった

（図4）．

　Wマウスとの交配により造血前駆細胞の増加は有意に

正常化し（図5），造血前駆細胞の増加もc-Kit依存性シグ

ナルの増強がその主因と考えられた．しかしながら，競合

的骨髄再構築法で検出される造血能の亢進はlnk欠損W/+

マウスでもほとんど軽減しなかった（図5）．造血能亢進

には，Lnk依存性ではあるがc-Kitに依存しないシグナル

伝達系の制御破綻も関与している可能性が強く示唆され

た．Lnk依存性制御系の破綻による幹細胞の自己複製およ

び前駆細胞の増殖亢進，幹細胞のニッチへの依存性の低下

（ニッチの相対的な拡大），幹細胞の骨髄へのホーミングの

亢進などが考えられ（図6），今後の検討が必要である．

Lnkによるc-Kit依存性シグナル抑制の
分子機構
　Lnkによるc-Kit依存性増殖シグナルの制御機構につい

てはc-Kitおよび IL-3Rを発現するマスト細胞株を用いて

検討を行った19）．Lnk の強制発現によりマスト細胞株の

SCFによる増殖が阻害される一方で, IL-3による増殖は影

響を受けず，Lnkの増殖抑制作用はc-Kitに特異的と考え

られた（図7）．c-Kit活性化に伴う細胞内蛋白質リン酸化

へのLnk過剰発現の影響を検討したところ，c-Kitのチロ

シンリン酸化に顕著な変化はみられず，アポトーシス阻害

に作用するAktのリン酸化にも変化はみられなかった．し

かしながら，Gab2のチロシンリン酸化が減弱するととも

にMAPK活性化の減弱が観察された．Lnkは，c-Kit活性

化に伴うGab2リン酸化，それに続くMAPK活性化を抑制

し，増殖シグナルを抑制することが示唆された（図7）．

おわりに
　Lnkがc-Kitを介する増殖シグナルを抑制し，B細胞や血

小板の産生量を適正に保つ重要な制御分子であることが示

され，さらに造血幹細胞および前駆細胞の増殖，造血能制

御に重要な働きを持つことが明らかとなった．この結果

は，シグナル伝達におけるアダプター蛋白質の重要性を示

すとともに，アダプター蛋白質が生体の恒常性維持に非常

に大切な作用を担っていることを示した一例として重要で

ある．Lnk欠損による造血能亢進のメカニズム解明が今後

の課題であり，骨髄への遊走，生着，骨髄微小環境内での

増殖・分化など，いかなるステップがlnk欠損により影響

されるかを明らかにすることにより，造血幹細胞の機能解

明や増幅・制御法の確立に有用な情報が得られるものと期

待される．造血幹細胞においてc-Kit以外のどのシグナル

伝達系の抑制解除が造血能亢進につながるのか，またどの

ような遺伝子群の発現変化が生じているか，など興味深

い．Lnk依存性経路の遮断による造血幹細胞の増幅・機能
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図3 lnk欠損マウスにおける造血幹細胞
分画の増加

（A）野生型マウスの骨髄造血前駆細胞における
lnkの発現をRT-PCR法により検討した．（B）
lnk欠損マウスでは，分化抗原陰性（Linー）骨髄
細胞中の造血幹細胞を含むc-Kit+Sca-1+分画が
増加している．（C）移植後12日目の脾臓に形
成されたCFU-Sコロニー．lnk欠損マウスの骨
髄にはCFU-S活性を持つ造血前駆細胞が増加
しており，形成されるCFU-Sコロニーのサイ
ズも大きい．

図4 競合的長期骨髄再構築法により示
されるlnk欠損造血幹細胞の造血能
亢進

Ly5.2+の野生型およびlnk欠損マウスより得た
Linー造血前駆細胞（A）を５倍量のLy5.1+マウス
より得たLinー前駆細胞とともに骨髄移植し
た．lnk欠損前駆細胞を用いた場合，５倍量の
正常前駆細胞とともに移入したにもかかわら
ず, B，T，骨髄球系細胞のほとんどがLy5.2+と
なり, lnk欠損前駆細胞から産生されることが
わかる（B）．
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図5 lnk欠損による造血能亢進に及ぼすc-KitW変異の影響
（A）Wマウスとの交配によりc-Kitの発現量を減少させると造血前駆細胞の増加は
有意に正常化する．（B）一方，競合的骨髄再構築法で検出される造血能の亢進は
lnk欠損W/+マウスでもほとんど軽減しない．Ly5.2+のlnk欠損およびlnk欠損W/+マ
ウスより得た骨髄細胞を，10倍量または20倍量のLy5.1+マウスより得た骨髄細胞
とともに骨髄移植した．Ly5.1+骨髄細胞のみを移植した場合を細線で示した．

図6 幹細胞増加のモデル（仮説）

図7　Lnkによるc-Kit依存性シグ
ナルの抑制

（A）c-Kit+IL-3R+のマスト細胞株MC9
にLnkを強制発現させたトランス
フェクタントでは，SCFによる増殖
が阻害される一方，IL-3による増殖
は影響を受けない．（B）c-Kitを介す
るシグナル伝達とLnkの作用点．Lnk
はGabリン酸化，MAPK経路の活性
化を阻害することによりc-Kit依存性
増殖シグナルを負に制御する．
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制御も可能と思われ，Lnk阻害分子の開発も重要な検討事

項と思われる．
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