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論 文 内 容 の 要 旨

(目的と方法) Dexter,Whitlock&Witteにより開発された培養法により,骨髄細胞の長期培養が可

能となり,血液細胞の増殖分化の機構をinvitroで解析可能となった｡その結果,血液幹細胞から各種細

胞系列への分化,増殖のシグナルはス トロマ細胞が産生する各種サイトカイン,接着因子がその主役を担

っていることが次第に明らかにされてきた｡しかし従来の長期骨髄培養法ではいずれも血清の使用を必須

としており,増殖分化を外来液性因子によるシグナル伝達として捉える場合に幾つかの欠点がある｡ つま

り血清成分には血液細胞の分化を制御すると考えられる未知な因子が過剰に含まれていること,まして,

増殖に負の働きをする分子の含有も示唆されており,サイトカインなどの生物活性を解析する際に,選択

される血清のロット間でデータのばらつきを生じる可能性が高い｡その間題を克服する目的で無血清培地

に よる長期骨髄培養法 を開発 した｡使用 した無血清培地 (mSFO2)の組成 と しては RPM1-

1640/DMEM/F-12をベースにしており,蛋白成分としてはトランスフェリン,インシュリンを含むのみ

でアルブミンは含まない｡また本培地はB細胞系の増殖分化に関わる2-MEも含有しない｡現在のとこ

ろ骨髄細胞を長期に培養維持するためにス トロマ細胞が必要であるが,今回M-CSF産生能を欠くop/op

マウス由来のストロマ細胞,OP9を従用 した｡通常のス トロマ細胞はM-CSFを産生するため,培養中

の骨髄細胞はマクロファージ (M¢)-の分化増殖を促進させられる｡M¢はス トロマ細胞に対 し直接機

械的な障害をもたらし培養系を破綻させるだけでなく,種々のサイトカインを分泌し血液細胞を分化させ

る｡ 分化 した血液細胞は長期には生存不可能で,最終的にはM¢のみが培養下に残存するという結果に

至る｡ その点OP9を使用することで,少なくともM¢の優勢な増殖は抑制され,骨髄細胞はさらに長期

に培養可能となると考えられた｡OP9はmSFO2培地のみでは生存不可能であったが,bFGF,EGFの

添加によりOP9の長期維持が可能となった｡そこでmSFO2培地下bFGF,或いはEGFで刺激 した

OP9上にス トロマ及び接着細胞を除去した骨髄細胞を105個のせ stemcellfactor/kitligand(SCF/KL)
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を添加し培養した｡

(結果と考察) bFGFによって刺激したOP9上で増殖する骨髄細胞は,血清を含む培地下OP9上にて

増殖する細胞の表現型とほぼ一致し,Mac-1十C-Kit~の分化した骨髄球系の細胞が優勢で,C-Kit十の未

分化な細胞はごく一部に過ぎなかった｡しかしEGFで刺激したOP9上で増殖する骨髄細胞の大半は

Mac-1dullc-Kit+で,形態的にも未分化な細胞の選択的な増幅であることが認められた｡これらの表現型

をさらに詳しく解析すると,CD4,CD8,TER119,B220等のいわゆるlineagemarkerはすべて陰性で

あり,またThy-1lo,Ⅰし7R二 C-Fms~,IL2Rγ+,commonβ+,gp130十であった｡これらの細胞は,

ⅠL-3,Epoを含むメチルセルロースの半固形培地上で約半数がコロニーを形成し,致死量放射線照射し

たマウスにおける牌コロニー形成率は,CFU-Sday8,day12でそれぞれ約 1%,0.5%であった｡つま

りこれらMac-1dullc-Kit+細胞は,Weissmanらのいう骨髄前駆細胞に一致することが示された｡次に,

本培養で増殖する骨髄前駆細胞とEGFとの直接的な結合が認められないことから,この前駆細胞の選択

的な増殖にはEGFの刺激によりOP9を介した何らかの分子の存在が推測された｡そこでOP9に細胞質

領域に恒常的リン酸化部位を持つⅤ-erbB2を導入し,EGFの非存在下でも無血清培地下で生存可能な

OP9のsubline(OP9/erbB2)を作成した｡erbB2はEGFの直接のレセプターではないが,リガンドで

あるHRG/NDFが erbB2に結合するとEGFRもリン酸化されることが報告 されている｡ そこで

OP9/erbB2をストロマ細胞として使用し,mSFO2培地下SCFの添加のみ行い骨髄細胞を培養したとこ

ろ,OP9をEGFで刺激した際と同様の前駆細胞の選択的な増殖が認められた｡以上のことからEGFは

前駆細胞に対し直接的に作用するのではなく,OP9から何らかの分子の産生誘導に作用しているものと

考えられた｡今回開発した培養法は骨髄移植におけるex vivoでの血液幹細胞の増幅に貢献することが期

待される他,同一のストロマ細胞を使用してもそれらを刺激する成長因子によって異なる培養系が展開さ

れることから,感染,担癌,アレルギーなどの際の骨髄におけるサイトカインを介した免疫応答のメカニ

ズムはこのような無血清培養によってさらに詳細に解析可能となると考えられた｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

従来の長期骨髄培養法では血清の使用を必須としており,増殖因子などの生物活性を解析する際,選択

される血清のロット間でデータのばらつきを生じる可能性が高い｡その間題を克服する目的で無血清培地

(mSFO2)による長期骨髄培養法を開発した｡M¢の増殖を抑制する為,M-CSF産生能を欠くop/opマ

ウス由来のストロマ細胞,OP9を使用した｡OP9の生存には,bFGF,EGFが有効であった｡mSFO2

培地下bFGF,或いはEGFで刺激したOP9上に骨髄細胞をのせSCFを添加し培養した｡bFGFで刺激

したOP9上では,分化した骨髄球系細胞の増殖が優勢であったが,EGFで刺激したOP9上では,骨髄

前駆細胞 (CD4-,CD8㌦TER119~,B220-,Mac-1dullcIKit+)の選択的が曽殖を認めた.これらの細胞

は,ⅠL-3,Epoを含む半固形培地上で約50%がコロニーを形成し,牌コロニー形成率は,CFU-Sday8,

day12でそれぞれ約 1%,0.5%であった｡本培養で増殖する前駆細胞とEGFとの直接的な結合は認め

ず,前駆細胞の選択的な増殖にはOP9を介 した何 らかの分子の存在が推測された｡これはOP9に

Ⅴ-erbB2を導入し,EGFの非存在下でも生存可能なOP9のsubline(OP9/erbB2)上でも上記と同様の
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前駆細胞の選択的な増殖が認められることからも間接的に証明された｡

以上の研究は骨髄移植におけるexvivoでの血液幹細胞の増幅に貢献することが期待される他,本培養

法は感染,担癌,アレルギーなどの際の骨髄におけるサイトカインを介した免疫応答のメカニズムの解析

に有用と考えられた｡

従って,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成9年 1月24日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認

められたものである｡
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