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< は じ め に >

1988年 Spangrudeら は､ マ ウ ス 骨 髄 中 の Thylを 低 レ ベ ル に 発 現 し

B220.Mac-1,Gr-1,CD4.CD8と い っ た 系 統 マ ー カ ー を 持 た す､ Sca11を

発 現 し て い る 細 胞 (ThylloLin-Sea-1◆) が 造 血 幹 細 胞 で あ る と 報 告

し た 1)｡ 彼 ら は 限 界 希 釈 法 とCFU-S､ 放 射 線 照 射 マ ウ ス 胸 腺 へ の 細 胞

移 入 後 に 出 現 す る コ ロ ニ ー 数 (CFtJ-T) の 検 討､ 及 び 放 射 線 照 射 コ ン

ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 骨 髄 再 構 成 が T 細 胞､ B細 胞､ 単 球 ･黙 粒 球 で

起 こ る こ と を 示 し た｡ し か し最 近 の Jonesら の 報 告 を は じ め､ 従 来 の

CFt)-Sに よ る ア ッ セ イ 法 に よ っ て 骨 髄 造 血 幹 細 胞 を 定 義 す る こ と に は

問 題 が あ る の で は な い か と い う 指 摘 も起 こ っ て い る 2)-4)｡ す な わ ち

放 射 線 照 射 マ ウ ス - の 細 胞 移 植 に よ る 再 構 成 を み る 系 に お い て は､

移 植 し た 細 胞 に 早 期 生 者 と 晩 期 生 者 が あ り､ CFU-Sの 高 頻 度 な 分 画 で

は 早 期 生 者 は 非 常 に 良 く起 こ っ た が､ 長 期 に わ た る 造 血 の 維 持 は で

き な い こ と が 示 さ れ た｡ つ ま り長 期 に わ た る 造 血 維 持 の た め に は

CFU-S細 胞 以 外 の 幹 細 胞 が 存 在 す る か､ Stronョ Cellに 代 毒 さ れ る 造

血 微 ノト環 境 の 関 与､ あ る い は 他 の マ ー カ ー を 持 っ た 細 胞 と の 相 互 作

用 な ど の 因 子 が 関 与 し て い る 可 能 性 が 指 摘 さ れ て い る.

一 万 1989年 に Fredricksonら は 骨 髄 中 の CD4騒 性 細 胞 の 内 に 造 血 前

躯 細 胞 が 存 在 す る こ と を 報 告 し た 5)｡ cD4は 本 来 helper/inducerT

細 胞 の 分 化 抗 原 と し て 発 見 さ れ､ 現 在 で は 細 胞 質 内 で src関 連 痛 il伝

子 産 物 で あ る p561ckと 結 合 し ク ラ ス ⅠIMHC分 子 と反 応 し て T 細 胞 リ セ

ブ タ - の 抗 原 認 識 を 高 め る co-receptor稜 能 を 担 っ て い る 分 子 で あ る

と さ れ て い る 6)､7'｡ も し造 血 幹 細 胞 の 一 部 に CD4が 実 際 に 発 現 し て

い る な ら ば リ ン パ 球 の 前 駆 細 胞 で も あ る 造 血 幹 細 胞 が あ る 特 定 の 分

化 段 階 で 自 己 を 認 払 す る と い う 仮 説 も想 定 さ れ､ 造 血 幹 細 胞 の 分 化

増 殖 の 研 究 に 重 要 な 事 実 と 考 え ら れ る｡ ま た CD4は HIVの リ セ プ タ ー

と し て も 注 目 さ れ て お り造 血 幹 細 胞 が CD4を 発 現 し て い る か 否 か は 臨

床 的 に HIV感 染 を 考 え る 上 で も 東 軍 と 思 わ れ る 8'｡ そ こ で 我 々 は モ ノ

ク ロ ~ ナ ル 抗 体 と 6次 元 解 析 の で き る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い

て マ ウ ス 骨 髄 中 の CD4陽 性 細 胞 の 性 状 を 明 ら か に す る こ と を 試 み た.
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< 材 料 ･方 法 >

1､ マ ウ ス 4週 齢 か ら 1 2適 齢 の メ ス の BALB/cA､ BALtl/c nu/nu､

C57BL/6 Ly5･2､ C57BL/6 Ly5 1を 用 い たo BALE/cAは Charles-fuver

Japan lnc.(神 奈 川 ) お よ び Clea Japan lnc.(東 京 ) か ら 購 入 し

た｡ C57BL/6 Ly5･2とBALB/c nu/nuは Clea Japan lnc.よ り購 入 し た｡

C57BL/6 Ly5･1は 愛 知 ガ ン セ ン タ ー の 高 橋 先 生 よ り ご 供 与 い た だ い た0

5-fluoro-uracil(5FU)を 授 与 す る 実 験 で は､ 100Jng/kg(BALE/C)ま た

は 150mg/kg(C57BL/6)を 尾 静 脈 よ り注 射 し たo

Z､ 抗 体 phycoerythr･in(PE)を 結 合 さ せ た ラ ッ ト杭 CD4抗 体 (GX1 5

)8'､ fluorescein isothiocyanate(FITC)を 結 合 さ せ た ラ ッ ト抗 Thy

l･2抗 体 9'･'匂)､ streptavidinを 結 合 さ せ た allophycocyanin (SAVI

APC)､ streptavidinを 結 合 さ せ た Texas Red (SAV一m )は Becton-Die

kinson lm unocytometry systeロs (Sam Jose. CA) よ り購 入 し た｡

ビ オ チ ン 化 ま た は FITCを 轄 合 さ せ た ラ ッ ト杭 Gr-1抗 体 (RB6-8C5)1日

FITCを 結 合 さ せ た ハ ム ス タ ー 杭 T細 胞 リ セ プ タ ー α β抗 体 (H57-597

)12㌧ ラ ッ ト抗 B220抗 体 (RA3-6B2)13',14㌧ ラ ッ ト抗 Mac-1抗 体 (Ml

/70)15)は pharningen (Saロ Diego,CA) よ り購 入 し た｡ ビ オ チ ン

化 し た T 細 胞 リ セ ブ タ - 可 変 領 域 ;V β6､ V Pllに 対 す る 坑 体 16)､

17'は ワ シ ン ト ン 大 学 の 金 川 先 生 よ り ご 供 与 い た だ い た｡ Wマ ウ ス で

欠 損 し造 血 幹 細 胞 上 に 発 現 し て い る と さ れ て い る C-kitle'に 対 す る

抗 体 は 熊 本 大 学 の 西 川 先 生 よ り ま た 赤 芽 球 系 を 認 識 す る 抗 体 TER1

19は 京 都 大 学 の 喜 納 先 生 よ り ご 供 与 い た だ い た｡

3, 造 血 因 子 マ ウ ス リ コ ン ビ ナ ン トⅠL-3(mrIL-3)は DNAXの 新 井 先

生 よ り ご 供 与 い た だ い たo Iい 4 (nrIL-4)､ ⅠL-5(ⅢrIL-5)は そ れ ぞ れ

小 野 薬 品 (大 阪 ) とSu nto r y Bionedical Rese arc h Instit ute(大 阪)

か ら､ IL-7(mrIL-7)は バ イ オ マ テ リ ア ル 研 究 所 (横 浜 ) の 須 藤 先 生

よ り･ ま た ヒ ト精 製 エ リ ス ロ ポ エ チ ン (rEpo)は 雪 印 乳 業 (東 京 ) の

上 田 先 生 よ り ご 供 与 い た だ き 実 験 に 用 い た｡

4､ 細 胞 調 製 及 び 染 色 方 法 牌 細 胞､ 胸 腺 細 胞､ 大 腿 骨 と 俳 骨 よ り

通 常 の 方 法 で 採 取 し た 骨 髄 細 胞 は 低 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 法 に よ り 赤 血
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球 を 溶 血 さ せ て 除 去 し､ ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で ろ 過 し､ 染 色 用 培 美 練

(リ ン 酸 接 衝 液 に 胎 児 牛 血 清 を 3‡､ sodiuJ a2iideを0.1X加 え た も の )

で 2回 洗 浄 し た 後､ 染 色 に 用 い た｡ 細 胞 は625倍 に 希 釈 し た 正 常 ラ ッ

ト血 清 の 存 在 下 で､ 適 当 な 濃 度 に 調 製 き れ た 抗 体 と 氷 上 で 25分 間 反

応 さ せ た の ち､ 染 色 用 培 妾 液 で 3回 洗 浄 し､ ビ オ チ ン 化 抗 体 を 用 い た

と き は SAV-APCま た は SAV-TRを 加 え 氷 上 で 10分 間 反 応 さ せ 19)､ 再 び

同 様 に 洗 浄 し 用 い た 抗 体 の 種 類 に よ っ て 7-azlinoactinow cin D(7AA

MI))(2/̀g/山 ) ま た は propidiuzliodide(PI日 5F̀g/コ日 を 添 加 し た 染

色 用 培 養 液 に 浮 適 さ せ て 実 族 に 用 い た0

5､ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (FACS) に よ る 細 胞 表 面 抗 原 の 解 析 48

8nmア )i,ゴ ン レ - ザ ー と599nmダ イ レ ー ザ ー を 備 え､ Micro VAX3300と

リ ン ク さ せ た FACStarPLUS (Beckton Dickinson)を 用 い て 多 次 元 解 析

を 行 っ たO - 検 体 に 付 き一 万 個 か ら 五 万 個 の 細 胞 の 情 報 を FACS-DES

K (ver･･1 8)28)に 取 り 込 ん だ｡ 蛍 光 強 度 は relative fluorescence

unitsに て 測 定 し たo 細 胞 の 左 集 塊 は 前 方 散 乱 一 側 方 散 乱 (FSCISSC)

の プ ロ ッ トで 除 去 し､ PIま た は 7AAMDで 染 色 さ れ る 死 細 胞 は 情 報 取 り

込 み の 際 に 除 去 し たO 対 席 と し て は 染 色 し て い な い 細 胞 を 用 い た｡

6, 腺 細 胞 コ ロ ニ ー 形 成 能 (CFU-S)の 検 討 5FtJを 投 与 後 7日 目 の BAL

B/Cマ ウ ス の 骨 髄 細 胞 を 採 取 しPEを 結 合 さ せ た 抗 CD4抗 体 とFITCを 結

合 さ せ た 抗 Gr-1抗 体 に て 染 色 し た. 全 骨 髄 細 胞 ま た は CD4賂 性 細 胞 を

AutozLatic Cell D ep osit ion tJnit (ACDU)(Be c kton I)ickinson)に て

24穴 プ レ ー ト に 回 収 し､ エ ッ ペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 移 し て PBSに て 2

回 洗 浄 し､ 1-2xlO4個 /.1の 濃 度 に 調 製 し て PBSに 浮 遊 さ せ､ 放 射 線 照

射 後 の (750rad)同 系 マ ウ ス 尾 静 脈 よ り注 射 し た｡ 細 胞 移 植 後 10日 El

に 牌 臓 を 採 取 し プ ア ン 液 で 染 色 後､ コ ロ ニ ー 数 を 井 足 し た｡

7､ Ⅰい 3.Epoま た は IL-4.-5.-7存 在 下 で の メ チ ル セ ル ロ ー ス コ ロ ニ

~ 形 成 能 の 検 討 Iscoveら の 方 法 2日 を 一 部 改 変 し て メ チ ル セ ル ロ _

ス コ ロ ニ ~ を 作 製 し た｡ 前 記 の 方 法 に て 回 収 し た 全 骨 髄 細 胞 ま た は

CD4陽 性 細 胞 を nethylcellulose l･2%(Fisher Scientific, Georgia

)､ 2-RerCaPtOethanol lxlO-JLOl､ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 10‡､ FCS 20
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X含 有 す る alpha nediul(Fl (川 La boratories.Nort h Ryde ) に 浮 遊 さ

せ､ IL-3(150u/■1)､ gpo(6 7u/ll)ま た は IL-4(5u/)1)､ ⅠL-5(25u/1

1)､ IL-7(100u/■1)の 存 在 下 で 培 毒 し た 22)｡ 培 妾 は 35日 デ ィ ッ シ ュ

で 37℃､ 5XC O2存 在 下 で 行 い 前 者 は 7日 E] 後 者 は 10日 目 に 細 胞

数 30個 以 上 の コ ロ ニ ー を 算 定 し た.

8､ 放 射 線 照 射 マ ウ ス 骨 髄 の 再 構 成 実 験 5FU処 理 後 7日 Elの C57BL/

6 Ly5･2 か らFACSを 用 い て 採 集 し た CI)4/Gr-1防 性 細 胞 3万 個 を C57

BL/6 Ly5･1の 全 骨 髄 細 胞 10万 個 と と も に 放 射 線 照 射 後 (950rad)の

C57BL/6 Ly5･1マ ウ ス 屋 静 脈 よ り 注 射 し た｡ 11週 後 に 胸 腺､ 牌 膿､

骨 髄 細 胞 を 採 取 しFACSに て ドナ - 由 来 の Ly5.2防 性 細 胞 の 各 臓 器 に お

け る 割 合 と 表 面 抗 原 を 解 析 し た｡
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< 結 果 >

1､ マ ウ ス 骨 髄 中 の CD4陽 性 細 胞

陰 性 対 照 の FACSパ タ ー ン か ら 陰 性 / 陽 性 の 境 界 線 を 決 定 しCD4随 性

細 胞 の 割 合 を 算 定 し た と こ ろ､ BALL/Cマ ウ ス で 3.70% (SD-0.34)､

C57BL/6マ ウ ス で 5･49% (SD=1.75)の 骨 髄 細 胞 が CD4騒 性 で あ っ た (図

1 (a)､ 表 1 )｡ CD4は 本 来 T細 胞 表 面 抗 原 で あ る に も か か わ ら ず､

こ れ ら の CD4陽 性 細 胞 の い く つ か は T 細 胞 系 以 外 の 表 面 抗 原 も 発 現 し

て い た｡ な か で も 本 来 成 熟 紫 粒 球 を 認 識 す る と さ れ て い る Gr-1陽 性

の 細 胞 が あ り､ こ の Gr-1の 発 現 の 有 無 に よ りCD4随 性 細 胞 を 二 つ の 亜

集 団 に 分 け る こ と が で き た｡ CD4陽 性 Gr-1陰 性 細 胞 は､ 骨 髄 細 胞 の 0

1% を 占 め､ CD4防 性 Gr-1陽 性 細 胞 (CD4/Gr11陽 性 細 胞 ) は 0.6% を

占 め て い た (表 1, 図 1 (a ))｡ ま た BALB/Cヌ - ドマ ウ ス 骨 髄 で は

CD4陽 性 Gr-1陽 性 細 胞 の み 約 0 5% 検 出 さ れ た (図 1 (b ))｡

2､ CD4陽 性 細 胞 の 形 態 お よ び 細 胞 表 面 抗 原

前 記 の 2つ の 細 胞 亜 集 団 は 互 い に 形 態､ 細 胞 表 面 抗 原 に 違 い が 認

め ら れ た｡ 形 麿 を 調 べ る た め に FACSを用 い て 細 胞 を 分 推 し､ 分 離 し

た 細 胞 を サ イ トス ピ ン を 用 い て ス ラ イ ド グ ラ ス に 付 着 さ せ て 標 本 を

作 製 し､ 顕 微 鏡 下 で 観 察 し た｡ 図 2 に 示 す よ う に､ CD4陽 性 Gr-1陰 性

細 胞 は ′ト型 で 細 胞 質 に 乏 し く､ 比 較 的 大 型､ 円 形 で 浪 染 す る 核 を 持

つ 細 胞 集 団 で､ 一 方 CD4/Gr-1陽 性 細 胞 は 比 較 的 大 型 で､ 円 形 か ら 腎

臓 型 の 核 を 持 つ 比 較 的 多 様 性 の あ る 細 胞 集 団 で あ っ た.

細 胞 表 面 抗 原 の 解 析 で は CD4降 任 Gr-1陰 性 細 胞 は 一 部 T 細 胞 リ セ

プ タ ー q e 陽 性､ Thy112降 任､ B220, Macll､ Gr-1が 陰 性 で あ り､C

D4/Gr-1陽 性 細 胞 で は T細 胞 リ セ ブ タ I a P 陰 性､ Thyl.210陽 性､ B

22010随 性､ Macll陰 性､ TERl19陰 性､ C-kit陰 性 で あ っ た (図 3 (a

))｡ ま た 前 者 で は T細 胞 リ セ ブ タ t V e 鎖 の deletionが 起 こ っ て お

り (BALE/Cマ ウ ス に お い て 一 部 が V β6陽 性､ V e llは negative se

lectionに よ り 陰 性 16) 17') (図 3 (b))､ 胸 腺 内 で 選 択 さ れ た 成

熟T細 胞 と 考 え ら れ た｡

3､ 5FUの 骨 髄 CI)4随 性 細 胞 に 対 す る 影 甘
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マ ウ ス に 5FUを 投 与 す る と 骨 髄 に お け る 比 較 的 未 熟 な 細 胞 の 割 合 を

増 加 さ せ ら れ る こ と が 知 ら れ て い る 22)｡ マ ウ ス 骨 髄 中 の CD4陽 性 細

胞 の 5FUに 対 す る 感 受 性 を 評 価 す る た め､ 5FU投 与 後 の CD4随 性 細 胞 の

割 合 お よ び 絶 対 数 の 変 化 を 調 べ た (図 4 )｡ Gr-1陰 性 細 胞 は 0.1% か

ら3･5% に､ 随 性 細 胞 は 約 1% か ら4%に と､ 5m 投 与 に よ り割 合 の 増 加

が 認 め ら れ た (図 4 (a))｡ 一 方 絶 対 数 で は CD4陽 性 Gr-1陰 性 細 胞

が 5FtJに よ る 影 響 を 強 く受 け な い の に 対 し､ CD4/Gr11陽 性 細 胞 は 約 十

分 の 一 に 減 少 し た (図 4 (b))0

4､ 骨 髄 CD4鯨 性 細 胞 の in vivoお よ び in vitroに お け る コ ロ ニ ー形

成 能 の 検 討

5FUの 投 与 に よ りCD4/Gr-1陽 性 細 胞 の 割 合 が 増 加 す る こ と は こ れ ら

が 未 熟 な 細 胞 集 団 で あ る こ と を 基 づ け て い る｡ そ こ で こ の 細 胞 の 牌

コ ロ ニ ー 形 成 能 と､ in vitroに お け る ⅠL-3､ -4､ -5､ -7､ Epoに 対 す

る 反 応 性 を 検 討 し た (表 2 ). FACSを用 い て CD4陽 性 Gr-1陽 性 細 胞 を

分 離 す る と ア ッ セ イ に 充 分 な 細 胞 数 が 得 ら れ な い の で､ CFU-Sア ッ セ

イ で は day8とday13 CFU-Sの か わ り にdaylO CFU-Sを 検 討 し た｡ ま た

in vitroの コ ロ ニ ー ア ッ セ イ で は､ 前 記 の よ う に CD4陽 性 Gr-1陰 性 の

成 熟 T 細 胞 に は サ イ ト カ イ ン に 反 応 す る 能 力 は 無 い と 考 え ら れ る の

で､ CD4陽 性 細 胞 全 体 を 用 い た｡ CD4/Gr-1陽 性 細 胞 中 に CFU-Sは ほ と

ん ど 検 出 き れ ず､ ま た IL-4,5,7と 反 応 し て コ ロ ニ ー を 形 成 で き る 細

胞 も 認 め ら れ ず､ IL-3に 反 応 し 願 粒 球 一 単 球 系 に 分 化 で き る 能 力 を

有 す る 細 胞 も 全 骨 髄 細 胞 に 比 較 し て 少 な い こ と が 明 ら か と な っ た｡

5､ 放 射 線 照 射 マ ウ ス に お け る 細 胞 移 植 後 の 再 構 成 の 検 討

CD4陽 性 Gr-1陽 性 細 胞 の in vivoに お け る 運 命 を 検 討 す る た め C5

7BL/6 Ly512マ ウ ス よ り こ の 細 胞 を3万 個 単 離 し､ 放 射 線 照 射 後 の (9

50rad)Ly5 1コ ン ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 正 常 Ly5.1マ ウ ス 骨 髄 10万 個 と

と も に 尾 静 脈 よ り 注 射 し た｡ 移 植 11過 後 に こ の マ ウ ス の 胸 腺､ 牌 臓､

骨 髄 細 胞 を 採 取 し て 細 胞 表 面 抗 原 を 解 析 し た と こ ろ､ ドナ - 由 来 の

Ly5･2陽 性 細 胞 は 胸 腺 細 胞､ 肺 臓 細 胞 の 約 10%､ 骨 髄 細 胞 の 約 !.5%

を 占 め て お り､ 多 朕 器 間 の 分 布 も 正 常 で あ っ た (図 5(a ))｡ さ ら
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に 骨 髄 で は ド ナ ー 由 来 の 細 胞 中 にGr11陽 性 細 胞､ Mac-1防 性 細 胞 に 加

え て､ 移 植 し た 細 胞 と 同 じ 形 質 を も つ CD4/Gr-1防 性 細 胞 が レ シ ピ ェ

ン トの 全 骨 髄 細 胞 細 胞 中 約 0･2% と 少 数 な が ら 存 在 し て い た (図 5(

b))｡ す な わ ち､ 11週 間 前 に 移 植 し た 細 胞 と 同 様 の 表 現 型 を 持 つ 細

胞 が 存 在 し て い た こ と を 示 し て お り､ CD4/Gr-1陽 性 細 胞 が 長 い 寿 命

を 持 っ て い る か､ あ る い は 自 己 増 殖 を 行 っ て い る 可 能 性 を 示 す も の

で あ っ た｡



< 考 案 > 本 論 文 で は マ ウ ス 骨 髄 中 の CD4陽 性 細 胞 が Gr-1の 表 現 の 有 無

に よ り ふ た つ の 亜 集 団 に 分 け ら れ る こ と を 示 し たo CJ)4随 性 Gr-1陰 性

細 胞 は 成 熟 T細 胞 と 考 え ら れ た が､ Gr-1鯨 性 細 胞 は コ ン ジ ェ ニ ク レ

シ ピ ェ ン トマ ウ ス 中 で 頼 粒 球 一 単 球 系､ T細 胞､ B細 胞 に 分 化 で き

る 能 力 を 持 つ 造 血 幹 細 胞 を 含 ん で い る 可 能 性 が 考 え ら れ た｡

単 ク ロ ー ン 抗 体 GXl･5で 検 出 さ れ る CD4鯵 性 細 胞 は 我 々 の 実 験 で は

仝 骨 髄 の 約 3% か ら6% を 占 め て い た (表 1)o I)ialynasら の 報 告 6)

に よ る と､ 骨 髄 有 核 細 胞 の 約 3分 の 2を 占 め る 大 型 細 胞 の 約 50%､ ′ト

型 細 胞 の 10%､ す な わ ち 全 骨 髄 細 胞 の 約 40% に GK1.5が 反 応 す る と い

うo FredricksonとJ3aschの 報 告 で は 19% か ら65% (BI)Flマ ウ ス で 平

均 3416± 15･3% ) の 骨 髄 有 核 細 胞 が CI)4 (GX1 5) 陽 性 で あ る 5)｡ マ

ウ ス 骨 髄 中 の CD4騒 性 細 胞 の 割 合 に 関 し て こ れ ら の 報 告 と我 々 の 実 顔

結 果 に は 開 き が あ る が､ こ れ に は 以 下 の よ う な 理 由 が 考 え ら れ る｡

す な わ ち､ 我 々 の 美 顔 で は FACSに よ る 分 析 の 際 に PIま た は 7AAMDの 添

加 に よ り 死 細 胞 を 厳 密 に 取 り 除 い た こ と､ 非 特 異 性 結 合 を 逝 け る た

め に 染 色 時 の 細 胞 浮 遊 確 に 正 常 ラ ッ ト血 清 を 加 え た こ と､ 分 析 の 際

に CD4-FSCプ ロ ッ ト で な くCI)4-Gr-1プ ロ ッ ト を 用 い た こ と で あ る｡

CI)4陰 性 Gr-1陰 性 細 胞 の 細 胞 表 面 抗 原 は CD4'TCPα 8 'Thy1 2･

B220LMac-1LGr'-1~で あ っ た こ と､ そ の 形 態 が T細 胞 に 類 似 し て い る

こ と､ お よ び V P ll陽 性 細 胞 が 欠 如 し て い る こ と か ら､ こ の 亜 集 団

は 胸 腺 に お け る 選 択 を 経 た 成 熟 T細 胞 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た｡ 5F

Uに よ る 骨 髄 中 の 絶 対 数 へ の 影 響 が 少 な い こ と も こ の 細 胞 集 団 が 成 熟

し た 性 質 を 持 っ て い る こ と を 支 持 す る も の と 考 え ら れ る｡ 従 っ て マ

ウ ス 骨 髄 中 の CI)4陽 性 Gr-1陰 性 細 胞 は 前 駆 細 胞 で は な く､ そ れ 以 上 に

分 化 す る 能 力 の 無 い 成 熟 T 細 胞 で, 胸 腺 で 教 育 を 受 け た 後､ 骨 髄 組

織 中 あ る い は 血 管 内 に 存 在 し て い る も の と 考 え ら れ る｡

一 方 CD4/Gr-1陽 性 細 胞 の 存 在 は 興 味 深 い も の で あ っ た｡ な ぜ な ら

Gr-1は そ の 詳 細 な 姐 綴 分 布 は 末 だ 明 か で は な い が､ 本 来 成 熟 瀬 粒 球

に 表 現 さ れ る マ ー カ ー と さ れ て お り18㌧ ま た こ の 亜 集 団 の 細 胞 は

T細 胞 以 外 の 細 胞 に も 表 現 さ れ て い るThy1 2が 弱 陽 性 に 表 現 さ れ て
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い た だ け で な く24)､ 本 来 B細 胞 の マ ー カ ー で あ る B220も 胎 位 で あ っ

た か ら で あ る｡ 従 っ て こ の 細 胞 は 頂 粒 球 系､ T細 胞 系､ B細 胞 系 の

少 な く と も 3系 統 の マ ー カ - を 持 っ て い る 細 胞 で あ る こ と に な り

そ の 系 統 を 表 面 抗 原 か ら 決 定 す る こ と は 不 可 能 で あ っ た｡

こ の 細 胞 亜 集 団 は 比 較 的 多 様 性 に 富 む 形 態 を示 し､ 5FUに 対 す る 反

応 性 は､ 一 部 は 未 熟 で 休 止 状 態 に あ る が 一 部 は 細 胞 周 期 に 入 っ て い

る こ と を 示 し て い た｡ ま た こ の 亜 集 団 の CFtJ-Sは 検 出 限 界 以 下 で あ り

ⅠL-3,4.5.7に 反 応 で き る 細 胞 も 全 骨 髄 細 胞 に 比 べ 少 数 で あ り､ こ こ

ま で の 情 報 で は こ の 細 胞 亜 集 団 の 造 血 組 織 に お け る 役 割 は 不 明 で あ

っ た｡

し か し 最 近 の 報 告 に よ る とday8CFU-Sやday12 CFU-Sが､ 多 能 性 造

血 幹 細 胞 を 代 表 し て い る の で は な く3'･一㌧ 放 射 線 照 射 マ ウ ス に 移 植

し た と き に 晩 期 に 生 者 し長 期 に わ た る 造 血 を 維 持 で き る よ う な 細 胞

が 多 能 性 造 血 幹 細 胞 な の で は な い か と い う 議 論 が さ れ て い る 2'｡ 沈

澱 速 度 に よ り細 胞 を 分 離 し た Jonesら の 報 告 に よ る と､ 速 く沈 澱 し て

く る 分 画 に は 99･8% の day12 CFU-Sが 含 ま れ て お り､ 放 射 線 照 射 後 の

マ ウ ス の 生 命 を 維 持 し 短 期 の 骨 髄 再 構 成 を 支 持 し す る 能 力 を 示 し た

が､ 遅 く 沈 澱 し て く る 分 画 はday12 CFl)-Sを0.25% し か 含 ま ず 放 射 線

照 射 か ら マ ウ ス を 救 う こ と も で き な か っ た が 60日 以 上 の 長 期 に わ た

る 骨 髄 再 構 成 を 支 持 す る こ と が で き た と い う｡ こ の こ と は CFU-Sの ほ

と ん ど は 骨 髄 の 長 期 に わ た る 造 血 を 維 持 し て い る 細 胞 と は 異 な る も

の で あ る 可 能 性 を 示 唆 し た も の で あ る｡ Spangrudeら に よ っ て 示 さ れ

た ThylloLin-Sea-1十の 細 胞 は､ CFU-SとCFU-Tを も っ ぱ ら造 血 幹 細 胞

の ア ッ セ イ と し て 用 い て い る こ と､ 骨 髄 再 構 成 は 文 献 上 で は6週 間 と

Jonesら の 報 告 と 比 較 し て 短 期 間 で み て い る こ と か ら 壇 期 の 造 血 を

支 持 す る 幹 細 胞 で あ る 可 能 性 が あ る 2)｡

我 々 の 注 目 し た CD4/Gr-1陣 性 細 胞 はSpangrudeら の 報 告 に よ る 幹 細

胞 と は 異 な り多 彩 な 表 面 マ ー カ ー を 持 っ て い る こ と､ in vivoや in

vitroで コ ロ ニ - を 形 成 す る 能 力 が 殆 ど 無 い こ と な ど か ら､ 短 期 に 骨

髄 再 構 成 を 支 持 で き る 細 胞 と は 考 え ら れ な か っ た の で､ 長 期 骨 髄 再
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構 成 を 支 持 す る 細 胞 を 含 ん で い る 可 能 性 を 考 え､ Lyコ ン ジ ェ ニ ッ ク

マ ウ ス を 用 い て こ の ア ッ セ イ を 行 っ た｡ そ の 結 果､ 驚 い た こ と に T

細 胞､ B細】胞､ 類 粒 球 一 単 球 系 の 細 胞 が 移 植 し た 細 胞 か ら 再 構 成 さ

れ て い た｡ さ ら に 移 植 し た 細 胞 と 同 様 の 表 面 マ ー カ ー を 持 つ 細 胞 が

比 較 的 長 期 に わ た り骨 髄 中 に 存 在 し て い た こ と は､ 移 植 し た 細 胞 の

少 な く と も一 部 は 11週 間 に わ た り休 止 状 態 で い た か､ あ る い は 自 己

増 殖 し て い た こ と を 示 す も の で あ っ た｡

こ の 結 果 は 直 ち に CD4/Gr-1陽 性 細 胞 中 に T細 胞､ B細 胞､ 顕 粒 球

一 単 球 に 分 化 で き る､ 多 能 性 幹 細 胞 が 存 在 す る こ と を 示 す も の で は

無 い が､ こ の 形 態 上 比 較 的 多 様 性 の あ る 細 胞 集 団 が そ れ ぞ れ の 系 親

へ 分 化 す る 非 常 に 初 期 の 細 胞 を 含 ん で い る と い う こ と は 青 え よ う｡

最 近 の 報 告 に､ い わ ゆ るdouble negative (CD4~CD8-)の 段 階 以 前 の

胸 腺 の 非 常 に 未 分 化 な 細 胞 は CD4を 低 レ ベ ル に 発 現 し て い る と い う

も の が あ る 25)｡ 胸 腺 細 胞 は 骨 髄 由 来 の 細 胞 が 迷 入 し て き て 胸 腺 の 特

殊 な 微 /ト環 境 の 影 響 に よ り 分 化 ･成 熟 し た も の で あ る と一 般 に 考 え

ら れ て い る が､ こ の 仮 説 が 正 し け れ ば､ 彼 ら の み て い る 細 胞 は 骨 髄

で は 我 々 の 単 推 し た 細 胞 集 団 か ら 由 来 す る も の で あ る 可 能 性 も あ る

と 考 え て い る｡

骨 髄 幹 細 胞 は 本 来 "ナ イ ー ヴ " な も の と さ れ て き た が､ 我 々 の 単

離 し た 細 胞 集 団 の よ う に 逆 に 多 彩 な 系 統 マ ー カ ー を 持 っ た も の も あ

る 可 能 性 を 示 し たo 特 にCI)4は 横 着 因 子 と し て 未 勲 な 細 胞 を 骨 髄 ス ト

ロ ー マ 細 胞 に 接 着 さ せ て お く働 き を し て い る か ま た はMFC分 子 と 結

合 し て 成 熟 T 細 胞 で 認 め ら れ る よ う な 信 号 伝 達 系 に 関 与 し て い る 26

) ､27)と 考 え る｡

以 上 造 血 幹 細 胞 に は CD4､ Thy12､ B220､ Gr-1と い う 様 々 な 系

統 マ ー カ ー を 持 つ も の が 存 在 す る 可 能 性 を 示 唆 し た が､ こ れ ら 相 互

の 関 係､ 表 現 さ れ るCD4分 子 の 機 能､ ヒ ト に お け る 同 様 の 細 胞 の 検 束

に つ い て は 今 後 検 討 す べ き 課 題 と 考 え る｡

-12-



表 1
CD4Positive CD4SⅠngle CD4/Gr-1

BAL缶/C 3.70 0.097 0.56
(0.34) (0.02) (0.09)

C57BL/6 5.49(1.75) ND ND

averagepercentage

();SD

マ ウ ス 骨 髄 に お け るCD4随 性 細 胞 の 割 合

CI)4防 性 細 胞 の 割 合 は FACS-DESK(verl.8)に よ り 計 算 し た｡ CD4陰 性

/ 陽 性 の 境 界 は 陰 性 対 照 の FL2/FL4ド ッ ト プ ロ ッ ト に よ り決 定 し た｡

ま た CI)4陽 性 細 胞 中 の Grl1陰 性､ 陽 性 細 胞 の 割 合 は hardyareEateを

か け て 情 報 を 取 り 込 ん だ 後､ CD4/Gr-1ド ッ ト プ ロ ッ ト に 上 り境 界 を

決 定 し､ 算 定 し た｡ (図 1参 照 ) そ れ ぞ れ の 割 合 は3回 以 上 の､ た だ

し ヌ ー ド マ ウ ス で は 2回 の 実 演 結 果 の 平 均 を 示 し て い る｡
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Whole CD4Positive

ICFU-S 13.08±2.90 0.25±0.18
n=6 ∩=4

CFU-lL-3/Epon=2 33.75 7.23

Colonies/10,000ceHs

CD4陽 性 細 胞 に よ る コ ロ ニ ー 形 成 舵 の 検 肘 (*CFU-Sア ッ セ イ の み は

CD4/Gr-1陽 性 細 胞 を用 い た｡ )

CD4/Gr-1陽 性 卿 胞 か ら 形 成 さ れ る daylOCFU-Sと CD4相 性 細 胞 か

ら ⅠL-3/Epoま た は IL-4･5･7に 反 応 し て 形 成 さ れ る コ ロ ニ ー 数 を 示 し

た｡ invitroに お け る コ ロ ニ ー は 細 胞 数 30個 以 上 の も の を 井 定 し た｡
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Gatingprocedure

(b)

lcD4+Gr-1+l

lcD4十Gト11

AbsenceofGate2populationinnudemice

L
･
)

9

CD4

(a)CD4陽 性 細 胞､ そ の う ち の Gr11陰 性､ 陽 性 細 胞 の 割 合 の 井 定 方 法

CD4陰 性 / 陽 性 の 境 界 線 は 陰 性 対 照 の FL2(PE)/FL4(APC)プ ロ ッ ト を

表 示 さ せ､ 1% の 境 界 よ り も外 Dluに 境 界 線 を 定 め たO さ ら に こ の 境 罪

線 で hardwaregateを か け て CD4騒 ･H:細 胞 の み の 情 報 を 取 り 込 み そ

れ ぞ れ の 細 胞 央 団 の 割 合 を 井 定 し た｡

(b)ヌ ー ド マ ウ ス に お け るCD4/Gr-1の 染 色 性

抗 CD4抗 体 (PE)/杭Gr-1抗 体 川PC)で 漁 色 し た 正 常 お よ び ヌ ー ドマ ウ

ス 竹 髄 を (a)で 述 べ た 方 法 で コ ン ピ ュ ー タ に 取 り込 み､ 衷 示 さ せ た｡
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CI)4陽 性 Gr-1陰 性 細 胞 (a)とCD4/Gr-1陽 性 細 胞 (b)の 形 態

5FU静 注 後 7日 目 の BALB/Cマ ウ ス か ら 骨 髄 細 胞 を 採 取 し､ 染 色 し､

そ れ ぞ れ の 細 胞 を FACSを も ち い て 5000個 ず つ 96穴 プ レ ー ト に 遠 別 し

サ イ ト ス ピ ン (ShandonSouthernProductsLtd.)に よ り標 本 を 作 製

し､ Wright-GieEBSa敗 色 を 行 っ た｡ い ず れ の 写 采 も 同 じ倍 率 (x600)で

堆 表芸し た｡
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TCRαβ(FITC) Thyl.2(FrTC) B220(FlTC) S urface p (FIT C )Mac-1(FJTC)
(a)CD4陽 性 細 胞 の 細 胞 表 面 抗 原

正 常 BALB/Cマ ウ ス 骨 髄 細 胞 を 抗 CD4抗 体 (PE)､ 抗 Gr-1抗 体 (ビ オ チ

ン 化 ,FITC) お よ び FITCを 結 合 さ せ た 抗 TCRa P､ Thy12､ B220､ s

urfaceFL, Mac-1､ TERl19抗 体 ま た は ビ オ チ ン 化 し た 抗 C-kit抗 体 と

SAY-APCを 用 い て 敗 色 し た｡ 7AAMDに 始 ま る 死 細 胞 は 分 析 時 に 除 去 し

た｡ そ れ ぞ れ の 敗 色 条 件 に つ い て 最 上 団 段 に PEIAPCプ ロ ッ トで 示 し

た よ う に hardware gateを か け て CD4陣 性 細 胞 の み の 情 報 を 取 り 込 ん

だo Gate lは CD4陽 性 Gr-1陰 性 細 胞 を Gate 2は CD4/Gr11柑 性 細 胞 を

示 す｡
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図 4
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CD4随 性 細 胞 に 対 す る 5FUの 景三甲

5FU静 注 後 の 1日 お き の CD4騒 性 Gr-1陰 性 細 胞 とCD4/Gr-1騒 性 細 胞 の

割 合 (a)お よ び マ ウ ス 一 匹 あ た り の 絶 対 数 を 示 した. 個 体 差 を ′ト さ く

す る た め に そ れ ぞ れ の 条 件 に つ き3匹 の マ ウ ス の 骨 髄 を 統 合 し て 分

析 し た｡ ■ ; CD4陽 性 Gr-1陰 性 細 胞 □: CD4/Gr-1陽 性 細 胞
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(b)
Recipient Donor

Ly-5コ ン ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 骨 髄 再 構 成

5FUを 上 静 注 後 7日 目 の'C57BL/6 Ly5.2マ ウ ス か ら 骨 髄 中 の CD4/Gr-

1陽 性 細 胞 を FACSに て 3万 個 単 離 L Ly5.1マ ウ ス 骨 髄 細 胞 10万 個 と と

も に 放 射 線 照 射 後 (950rad)の Ly5.1マ ウ ス に 移 植 し た｡ 移 柚 11週 後 に

Ly5コ ン ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 胸 腺､ 肺 臓､ 骨 髄 細 胞 を 採 取 し 抗

Ly5･2抗 体 (FITC)､ 抗 CD4抗 体 (PE)､ ビ オ チ ン 化 し た 抗 TCJh β, Thy

l･2､ CD8､ B220､ Macll､ Grl1抗 体 お よ び SAV-APCに て 敗 色 し､ FACS

に て 解 析 し た｡ 死 細 胞 は 7A川 Dの 捺 加 に よ り 除 去 し た｡

(a)ド ナ ー 由 来 の Ly5.2陽 性 細 胞 の 表 面 マ ー カ ー

左 列 は hardware gate無 し で 情 報 を 取 り 込 ん だ 際 の Ly5.2の 漁 色 性

で あ る｡ 竹 髄 で は 約 1･5%､ 肺 腺 お よ び 肺 臓 で は 約 10% 帆 後 の 細 胞 が

ドナ ー 由 来 (Ly5･2随 性 ) で あ っ た｡ hardware gateを か け て ド ナ ー

由 来 の 細 胞 の み 1万 個 コ ン ピ ュ ー タ に 取 り 込 み､ そ の 細 胞 の 他 の 表 面

抗 原 を 分 析 し た の か 右 列 で あ る｡

(b)ド ナ ー 由 来 (Ly5･2陽 性 ) の 冊 健 脚 胞 と レ シ ピ ェ ン ト由 来 (Ly5.

2陰 性 ) の 僚 髄 細 胞 の CD4/Gr-1ド ッ ト プ ロ ッ ト

そ れ ぞ れ の 細 胞 は 前 記 と 同 様 の 方 法 で 採 取､ 分 Urし た｡
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< ま と め >

マ ウ ス 骨 髄 中 の CD4賂 性 細 胞 は 全 骨 髄 細 胞 の 約 3か ら6% を 占 め､ 抗

Gr-1抗 体 に 対 す る 染 色 性 に よ り､ 大 き く 二 つ の 集 団 に わ け ら れ る｡

CD4騒 性 Gr-1陰 性 細 胞 は､ そ の 他 の 細 胞 表 面 抗 原 お よ び 形 態 よ り､ 胸

腺 で 選 択 さ れ た 成 熟 T 細 胞 で あ っ た｡ 一 方 CD4陽 性 Gr-1陽 性 細 胞 は B

220､ Thylも低 レ ベ ル に 発 現 し､ 比 較 的 大 型 で 円 形 か ら 腎 脱 型 の 核 を

持 つ 多 様 性 の あ る 細 胞 集 団 で あ っ た｡ こ の 細 胞 集 団 は CFU-Sに 乏 し く､

ま た ⅠL-3に 反 応 し て コ ロ ニ ー を 形 成 す る 能 力 を 持 つ も の も 少 な か っ

た が､ 致 死 量 の 放 射 線 を 照 射 し た マ ウ ス に お け る 骨 髄 再 構 成 実 験 で

は 長 期 に わ た り造 血 を 維 持 す る 能 力 を持 っ て い た｡ ま た ド ナ ー 由 来

の CJ)4陽 性 Gr11陽 性 細 胞 は､ 移 植 後 少 な く と も11週 間 以 上 レ シ ピ ェ ン

トマ ウ ス 骨 髄 中 に 存 在 し て い た｡ こ れ ら の 結 果 よ り マ ウ ス 造 血 幹 細

胞 に は CD4､ Gr-1､ Thyl､ B220と い っ た 系 統 マ ー カ ー を 持 つ も の が 存

在 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た｡
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こ の 研 究 を 行 う 横 会 を 与 え て 下 さ っ た 高 久 史 磨 先 生､ 中 内 啓 光 先 生､

北 村 聖 先 生 に 深 く感 謝 い た し ま す｡ ま た 様 々 な 助 言 を 下 さ っ た 稲 盛

健 先 生､ 岡 田 誠 治 先 生､ FACS解 析 を サ ポ ー ト し て 下 さ っ た 永 書 初 成

先 生､ 実 験 助 手 の 難 波 雅 子 さ ん､ そ し て 家 族 に 感 謝 い た し ま す｡
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