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顆粒球系前駆細胞 くC F C － Gl と単球 ． マ ク ロ フ ァ ー ジ系前駆

細胞くC F じ M l に お ける I a 様抗原発現能 の相違

金沢大学医学部 小 児科学講座 く主 任 二 谷 口 昂教授I

沼 田 三 枝 子

く昭和6 3 年 2 月2 5 日 受付う

顆粒球
一 単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ系前駆細胞 くC F U － G M ン か ら額粒球系前駆細胞 くC F C － G l お よ び単

球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ系前駆細胞 くC F C 朋1 へ の 分化の 過 程と 工a 様抗原 の 発 現能 と の関係 に つ い て検討 し

た
一
方法 と して， 工a 様抗原 に対す る単ク ロ ー ン抗体 O K l al と補体 で 処理 して ヒ ト臍帯血お よ び骨髄単核細

胞か らI a 様抗原陽性 く1 a ＋l 細胞 を除去す る方法 くn e g a ti v e s el e c ti o n l ， な ら び に ブ ドウ球菌 より精製 し

たプ ロ テイ ン A 結合 ウ シ 赤血 球と単 ク ロ ー ン 抗体 O Kl a l と を用 い た ロ ゼ ッ ト法 お よ び セ ル ． ソ ー

テ ィ ン

グ法 に よ り ヒ ト臍帯血 や骨髄単核細胞 か ら王a ＋ 細 胞 と工a 横 坑 原陰性 く1 a
－

1 細胞 を 分離分取 す る 方法

くp o siti v e s el e c ti o nl を用い て 検討 した ． ま ず， O K I al と補体 で I a ＋ 細胞 を除去後
，
C F U － G M コ ロ ニ ー 培

養法 を行なう と
， 骨髄 で は補体 の み で処理 した対照 に比 べ C F U － G M が著 し く減少 し， エ ス テ ラ ー

ゼ ニ 重染

色法 に よ る と， そ の ほ と ん どが C F C ． G の減少に よるものであっ た ．

一 方
，
臍帯 血 で は C F U － G M の 減少は軽

度で ， 残 っ たI a
一

紙胞 は C F C ， G よ り も C F C － M を強く発育 させ た ． ま た， I a
十 細 胞とI a

一

紙胞 を ロ ゼ ッ ト

法で 分離分取す る と， 臍帯血 C F C － G はお も に I a ＋ 細胞群に お い て 形成さ れ ， 骨髄 C F C － G も ま た同様 の 結

果と な っ た ． これ に対 し， 臍帯血 C F C ． M の 大部分 はI a一細胞群 に お い て形成さ れ た． 骨髄 に お ける C F C ．

M の絶対数 は臍帯血に 比 べ て非常 に 少な い ため ， 骨髄 C F C － M の 形成は王a
一

細胞群 に お い て も少 なく ， 有

意の結論 は得られ な か っ た ■ 螢光活性化セ ル ソ 一

夕
ー

を利用 した セ ル ． ソ ー テ ィ ン グ 法を用 い て よ り純粋
に I a

＋ 細胞 とI a
一

細胞 を分離分取 した が
，
I a
＋

細胞群 に お け る C F C － G コ ロ ニ ー 形成の 優位性な らび に I a－

細胞群 に お ける C F C ． M コ ロ ニ ー 形成の 優 位性が確認さ れ た
． ま た， 臍帯血 単核細胞か ら の T リ ン パ 球除

去
，
ある い は h ＋ 細胞お よ びI a

一

紙胞 に よる培養細胞の再構築， あ る い は分画 した 工a ＋ 細胞 な ら びに 工a一紙
胞培養上清の C F U ． G M ア ツ セ イ 系 へ の 添加に よ り， C F C － G

，
C F C － M に お けるI a 横坑原発現能に は偏 っ た

増減 はお こ らず， 補助細胞の関与や培養中 に I a 十
，
1 a

一

紙胞か ら放出さ れ る液性因 子 の 関与 は少な い もの と

思われ た
． 以上 の結果 よ り， C F U － G M か ら の 顆粒球系 ある い は単球系 どち ら か へ の 方向づ けと I a 様抗原発

現能 との 間に は密接 な関係が あ り
，
C F C － G で は その 発現能が強 く

，
C F C － M で はそ の 発現 能が弱 い こ と が明

ら か とな っ た ． ま た
， 臍帯血で は I a 様抗原発現能の 弱い C F C － M が 多数存在 し

， 何 らか の 生理 的意義が示

唆され た ．

K e y w o r d s st e m c ells ， I a a n tig e n s ， g r a n ul o p oi e sis ， b o n e m a r r o w ， C O r d b l o o d

I a 抗原は ， マ ウ ス の 17 番目 の 染色体上 に あ る主 要 I r e gi o n －

a S S O Ci a t e d a n ti g e n s で ある と こ ろ か ら，I a 抗

組織適合遺伝子群 くm aj o r hi st o c o m p a tib ilit y c o m 一 席 と総称さ れ たり ．
ヒ トで は

，
この M H C が 第6 染色体

pl e x ， M H Cl の I 領域遺伝子 くと く に I － A と I － E 亜 領 短腕上 に あ り H L A 複合座 と呼ば れ
，
その 中 に存在す

卿 に よ っ て 支配 され て産生さ れ る糖蛋 白質抗原 で， る H L A － D R 領域は免疫学的 に 重要 な機能 を担 っ て い

A b b r e vi a ti o n s こ B F U ． E ， b u r s t －f o r m in g u nit s i n e r y t h r oid ニ B R B C ， b o vi n e r e d b lo o d c ells 三

C F C ． G ， C Ol o n y
－f o r m i n g c ells in g r a n ul o c y t e i C F C － M

，
C Ol o n y －f o r mi n g c ells i n m o n o c y t el

m a c r o p h a g e ニ C F U － E ， C Ol o n y －f o r m i n g u nit s in e r y t h r o id 三 C F U
－ G E M M

，
C Ol o n y －f o r m in g u nit s

in g r a n u lo c y t e ， e r y t h r oid ， m O n O C y t e ， m e g a k a r y o c y t e ニ C F U － G M
，
C Ol o n y －f o r m i n g u nit s i n



C F C － G と C F C － M に お けるI a 横坑原発現能

る D R 抗原 を支配 す る遺伝子領域で あ る．
こ の D R 抗

原は組織分 札 生物学的性状， 分子 構造 に お い て マ ウ

ス の 1－E 抗原 と似 て い る た め 王a 様抗原 と呼 ば れ て い

る
21

．
こ の 工a 様抗原は B 細胞 ， 抗原提示 細胞， 活性化

丁細胞 に 発現 され ， 免疫担当細胞間相互作用 に お い て

重要な働 き を担 っ て い る
釘

．

一 方
， 造血細胞 に も工a 様

抗原が発現する こ と が明 らか と な っ て き た ． 顆粒球系

では
，
骨髄芽球， 前骨髄球 に は1 a 横坑原が発現す る が，

より成熟 した顆粒球 はI a 横坑原陰性 で あ り， 骨髄芽球

よ り未熟 な顆粒球一単球ノマ ク ロ フ ァ
ー

ジ系前駆細胞

くc ol o n y ．f o r mi n g u n it s i n g r a n ul o c yt e － m O n O C yt el

m a c r o p h a g e ， C F U
－ G M l で はI a 様抗原が発現 して い

ると の 報告が数多く な され て い る
4 ト 州

．
ま た

， 赤芽球系

細胞 に 関 し て は， 未熟 な 赤芽球系前駆細胞 くb u r s t －

f o r m i n g u nit s i n e r yth r o id ， B F U
－ El で はI a 様抗原

が発現して い るが 鋸
11 ト 1 4J

，
よ り成熟 し た赤芽球系前駆

細胞 くc o l o n y －f o r mi n g u n it s i n e r y th r oid ， C F U － El

につ い て は議論 の残 っ て い ると こ ろ で ある が， 工a 様抗

原は発現 して い ない と さ れ てい る
8Il l ト 1 3I

． 近年， C F しト

G M
，
B F U － E よ り未熟で 多分化能 を有す る造血幹細胞

で あ る c ol o n y
．f o r mi n g u n i t s i n g r a n ul o c yt e ，

e r y th r o id ， m O n O C y t e ， m e g a k a r y o c yt e くC F U －

G E M M J に 対 す る コ ロ ニ ー 形成 法 が 発達 し
1 5 ト 1 71

，

C F U ． G E M M に お い て もま たI a 様 抗原が発現 して い

ると報告され て い る
1 8ト 抑

． 以 上 の よう に ，工a 様抗原 は

ヒ ト造血幹細胞に 発現 し， そ の 分化の 過程 に 関与して

い る こ と が示 唆さ れ て い る．

一 方 ， C F U － G M は顆粒球

系前駆細胞 くc ol o n y －f o r m i n g c ell s i n g r a n u l o c y t e ，

C F C ． Gl と単球l マ ク ロ フ ァ
ー

ジ系前駆細胞 くc o l o n y －

f o r m i n g c ell s i n m o n o c y t eノm a c r o p h a g e ， C F C － M l

に さ ら に 分化 する と 考え られ て い るが ， そ の 各々 に お

ける工a 横坑原 の 発現 性 に つ い ては ほ とん ど検討 さ れ

て い な い ． 本研究 で は， 工a 様抗原 に 対す る単 ク ロ
ー ン

抗体 O K l al と補体 を用 い て ヒ ト骨髄細胞 と臍帯血 よ

りI a 様抗原陽性 く工a
＋

l 細胞 を除去 す る 方法 くn e g a －

ti v e s el e c ti o nl
，
な らび に セ ル ． ソ ー

ティ ン グ法お よ

び プ ロ テイ ン A を 利用 した ロ ゼ ッ ト法 に よ り ヒ ト臍

帯血 や 骨髄単核細胞 か らI a
＋

細 胞 と 工a 様 抗原陰性

く工a－1 細胞を分離分取する 方法 くp o si ti v e s el e c ti o nl

に よ り， C F U － G M か ら C F C － G お よ び C F C － M へ の 分

化の過程とI a 様抗原発 現能 と の 関連 に つ い て 検討 し

た．

g r a n ul o c y t e － m O n O C y t el m a c r
．

o p h a g e 三 C F U － S
，

4 01

材料お よ び方法

I ． 材 料

正 常新生児分娩直後 で， 胎盤 を剥離す る前 に切断さ

れ た臍帯の 胎盤側 よ り採取 した 臍帯血を使用 した． さ

ら に 特発性血小板減少性紫斑病， 鉄欠乏性貧血 ， 急性

白血病寛解期， あ る い は末棺血 お よ び骨髄の検索を行

い 骨髄球系造血 が正 常 と診断され た患者か ら採取し た

骨髄 を使用 した ．

工工 ． 方 法

1 ． 単核球の 分離

ヘ パ リ ン 加臍帯血 に 2 ． 5 ％デ キ ス ト ラ ン ー リ ン 酸緩

衝液生理食塩水 くp h o s ph a t e －b uf f e r e d s ali n e ， P B S ，

p H
ニ 7 ． 41 を等量 加え 37

0

C
，
3 0 分間静置後上清 を採取

し
，
Fi c oll ． H y p a q u e く1 y m p h o p r e p ， N y e g a a rd 良 C o ． ，

01 s o
，
N o r w a yl 比重遠沈法 に て 400 X g ， 3 0 分間遠心

し中間層の 単核細胞 を分離 した． 骨髄も ヘ パ リ ン存在

下 に 穿刺吸引し， P B S で 5 倍希釈 した の ち FノH 法 に

て 40 0 X g ， 3 0 分間遠心 した． 中間層に 分画され た単核

細胞 を P B S で 3 回洗浄 し， M c C o y 5 A 培養液 くFl o w ，

M cl e a n
，
V A l に 浮遊 した

2 112 21

2 ． 付着細胞 の 除去

15 ％牛胎児血清 くF B S ， Fl o w ， S t a n m o r e ， N S W ，

A u s t r ali al を含む M c C o y 5 A 培養液に て単核細胞 を

5 X l O
8 個ノm l の 濃度に 調 節 し， プ ラス チ ッ ク ベ トリ

皿 く60 X 1 5 m m ， F al c o n 揮30 3 01 に て 37
0

C
，
5 ％ C O 2

条件下 で 60 分間培養後， 付養細胞 を除去 し非付着細胞

くN A 細胞l の み を回収 し た． な お， N A 細胞の a ． ナフ

チ ル エ ス テ ラ
ー ゼ染色陽性率 は2 ％以下で あ っ た ．

3 ． 単 ク ロ ー ン 抗体 O Kl al と 補体に よ る 補体依存

性細胞溶解法

臍帯血や骨髄 か ら得 られ た N A 細胞 を 5 X l O
8

ノm l

の 濃度に な る よう に M c C o y 5 A 培養液に 再浮遊 させ ，

I a 抗 原 に 対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 O KI a l くO r th o

P h a r m a c e u ti c al C o r p ． ， R a rit an ， N Jl を 111 0 0 の 割

合で 加 え， 3 0 分間室温に てイ ン ク ベ
ー

卜し
，
O E I al 抗

体 を N A 細胞に 結合さ せ た． 新鮮 な， あるい は － 8 0
0

C

に て 保 存 され て い た ウ サ ギ血 清 を補体 と し て ， こ の

O K I al 結合 N A 細胞に 11 1 0 の 割合で 加 え， 3 7
0

C
，
4 5

分間恒温槽 に てイ ン ク ベ
ー

卜した後， 30 0 X g ， 1 0 分間

遠心 し， M c C o y 5 A 培養液 に て洗浄衡 抗体処理前の

N A 細胞浮遊液 と同量 に な る よう に M c C o y 5 A 培養

C Ol o n y －f o r m i n g u nit s in s p l e e n ニ F A C S ，

flu o r e s c e n c e a c ti v a t e d c ell s o r t e r ニ F B S ， f et al b o vi n e s e r um ニ H P C M ，
h u m a n pl a c e n t al

C O n d iti o n ed m edi u m i P B S ， p h o s p h at e
－b uff e r e d s ali n e 三 P H A ， p h y t o h e m a g gl u tin in ニ P W M ，

p o k e w e e d m it o g e n 三S P A ， S t a p h yl o c o c c al p r o t ei n A ．



4 02

液 に再浮遊させ た ． なお
， 補体依存性細胞溶解操作後

の N A 細胞の O K 王al 陽性率 は 4 ％以 下 で あ っ た ．
ま

た
， 対照と し て， N A 細胞 に O K 工al 抗体 な ら びに 補体

の 両者 を加 える代わ り に M c C o y 5 A 培養液の み ， ま た

は， O K l al 抗体の み， また は， 補体の み を加 えた ．

4 ． プ ロ テ イ ン A を 利 用 し た ロ ゼ ッ ト 法 に よ る

工a
＋

細胞と 王a
－

細胞 の分離

ブ ド ウ 球 菌 よ り 精製 さ れ た プ ロ テ イ ン A

くs t a ph yl o c o c c al p r o t ei n A ， S P A ニ P h a r m a ci a Fi n e

C h e m i c a l s
，
U p p s al a ， S w e d e n l は ， 単 ク ロ

ー ン抗体

O Kl al が マ ウ ス の Ig G 2 サ ブ ク ラ
ス に 属 す る た め こ れ

と結合可能で あ る． そ こ で S P A を利 用 した ロ ゼ ッ ト

法が用 い られ た． ウシ 赤血球 くb o vi n e r e d bl o o d c ell s ，

B R B C l を0 ． 9 ％ N a C l 溶 液 で 3 回 洗 浄後 ， p a C k e d

B R B C と し た ． S P A は 0 ． 9 ％ N a Cl 溶 液 を 用 い て 1

m gJ m l に 調整 し， C r C l 3
．6 H 2 0 も 0 ． 9 ％ N a Cl 溶 液 に

て 1 m gl m l と し た ．
G r o n o w i c z ら

2 31
に よ る C r C 1 3 法

の 変法 に よ り， p a C k e d B R B C ， S P A ， C r C1 3 溶液を 0 － 1

m l ずつ 1 ニ 1 ニ 1 の 割合 で混合 ， 迅速 に 摸拝 し， 室温

に 5 分間静置 した 後， た だ ち に 0 ． 9 ％ N a Cl 溶液 で 4

回洗浄後， 最終濃度2 ％の S P A 結合 B R B C を作製 し

た． N A 細胞浮遊液 く5 X l O
6

ノm lうに O E 工al 抗体 を 1ノ

40 の 割合 で加 え， 4
0

C ， 3 0 分 間 イ ン ク ベ
ー

ト 後，

M c C o y 5 A で 2 回洗浄 した． O K I al 結合 N A 細胞 に

S P A 結合 B R B C を等量加 え， 2 0 0 X g ， 5 分間遠心後，

室 温 に 30 分間静置 し O K工al
＋ 細 胞 の ロ ゼ ッ ト形 成 を

行っ た ． 沈層 を再浮遊後 Fi c oll － H y p a q u e く1 ． 0 7 7 gl

m り上ヒ重遠沈法 に て400 X g ， 3 0 分間遠心 した． 中間層

に 分画さ れ た ロ ゼ ッ ト非形成細胞 を P BS で 2 回洗浄

し， 再 び S P A 結合 B R B C を等量加 え， 上記 と同様の

方法で再度， 中間層に 分画さ れ た ロ ゼ ッ ト非形成細胞

を1 訂 細胞群 と して用い た ． 沈層 に 分画 さ れ た ロ ゼ ッ

ト形成細胞 を再浮遊後， Fi c oll ． H y p a q u e 比 重遠沈法 に

て 400 X g ， 3 0 分間遠心 した ． 再度， 沈層 に 分画され た

ロ ゼ ッ ト形成細胞 に 0 ． 0 1 M トリ ス
ー

0 ． 8 4 N 札 Cl 緩

衝 液 くp H ニ 7 ． 6 5J を 加 え S P A 結合 B R B C を溶 血 さ

せ
，
P B S で 2 回洗浄後工a ＋ 細胞群 と して 用 い た．

ロ

ゼ ッ ト非形成細胞に も トリ ス N 王i 4 Cl 緩衝液 に て 同様

の処置を した． 臍帯血 N A 細胞で は， S P A 結合 B R B C

ロ ゼ ッ ト形 成 く1 a
＋う 細胞 は 28 士 3 ％ く平均値 士S D ，

n
ニ 9 うで あっ た ． 骨髄 N A 細胞 で も臍帯血 と ほぼ 同様

の結果を得た こ31 士 3 ％ く平均値 士S D ， n ニ 7 L ま た ，

得 られ た 細胞 を O K工a l 抗体 を用 い た 間接免疫 ペ ル オ

キ シ ダ ー ゼ法に て解析 した と こ ろ ， ロ ゼ ッ ト形成細胞

のI a 横 坑原陽性率 は 75 ル 80 ％で ある の に 対 し， ロ

ゼ ッ ト非 形成細胞 のI a 様 抗 原陽性率 は 2 ％以下 で

あっ た ． 各々 の細胞群の 生存率 は t r y p a n b l u e 色 素排

泄法 で確認 し， 9 0 ％以上 で あ っ た ．

5 ． 螢 光 晴性 化 セ ル ． ソ 一 夕 ー Cfl u o r e s c e n c e

a c ti v a t e d c ell s o r t e r
，
F A C S l に よ る解析 とセ ル ． ソ ー

テ ィ ン グ

よ り純粋 に工a
十

細胞 と工a
－

細胞 を分離， 解析 する た

め に
，
F A C S を 使 用 し た ． 臍 帯 血単核細胞浮遊液

く1 X l O 7l m ll に ， 螢光標識抗 ヒ ト H L A － D R 単 ク ロ ー

ン 抗体 くB e c t o n D ik i n s o n I n c ． ， M o u n t ai n V i e w ， C Al

を 1ノ50 の 割合 で 加え， 4
0

C ， 30 分間イ ン ク ベ ー

卜した

の ち， 0 ． 1 ％ア ジ ドナ トリ ウ ム を含ん だ P B S で 2 回洗

浄 した ．

一

部 の 検体で は， ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー

ゼ で 処理 し

た ヒ ツ ジ赤血球 と T リ ン パ 球に て E ロ ゼ ッ ト形成後
，

Fi c oll A H y p a q u e 比重遠沈法 に よ り T リ ン パ 球 を除去

したの ち
2 41
， 単ク ロ

ー

ン 抗体 を加 え た． C o ul t e r E P I C S

C くC o u lt e r El e c t r o n i c s I n c ． ， H i al e a h ， F u セ ル ．

ソ 一

夕
ー

を用 い て， 抗 ヒ ト H L A － D R 抗体陽性細胞と

陰性細胞 と を分離 した ． s o rt w i n d o w を蛍 光を強く発

す る細胞 く1 a ＋うの領域 く全細胞数の 10 句 3 0 ％っと螢光

を ほ と ん ど発 し な い 細胞 く1 a l の 領域 く全細胞数の

60 一 － 8 0 ％l と に 設定し た．
こ れ ら 2 つ の w i n d o w 間に

あ る約 10 ％の細胞は螢光 の 強度が 中等度 で ある の で，

各々 の細 胞群 へ の コ ン タ ミ ネ
ー

シ ョ ン を防ぐた めに 切

り捨て た ． 対照と して， 抗 ヒ ト H L A － D R 抗体の 代わり

に 腹 水 の 非特異的I g G 免疫 グ ロ ブ リ ン くB eth e sd a

R e s e a r ch L a b ．
，
G ait h e r s b u r g ， M Dl を用 い た． 螢光

陽性細胞群 を再び F A C S に て解析 した と こ ろ， I a
十

細

胞 は 93 ％以 上 で あ っ たの に 対 し， 螢光陰性細胞群で は

5 ％以下 であ っ た ．

6 ． I a
＋ 細胞 お よ び1 a

一

紙胞の 培養上 清の 作製

F B S を 10 ％の 割合 で 含む R P M 工16 4 0 培養液 に て ，

F A C S に て 分離 し た工a ＋ 細 胞 お よ びI a
一

紙胞 を 1 X

l O
6ノm l に 調整 し， 3 7

0

C
，
5 ％ C O 2 条件下 で 72 時間培

養後 遠 心 し た ．

一

部 の 細 胞 は F A C S に て 分離後

p h yt o h e m a g gl u ti n i n くP H A ， 0 ．1 ％， D I F C O ， D et r oit，

M Iうを添加 した の ち同様に 培養， 遠心 した． 得られ た

上浦 を採収 し，
－

2 0
0

C で保 存 した．

7 ． C F U － G M コ ロ ニ
ー 形成法

臍帯血， 骨髄各々 の I a
＋

，
I a

一

細胞の C F U － G M 測定

に は
，
P ik e ら

2 引
の 二 重軟寒天培養法を変法 して

21I 22
潤

い た ．
M c C o y 5 A 培地 を基剤と し， 最終濃度0 ■ 5 ％の

寒天 くB a c t o － a g a r ， D if c o ， D e t r oit ， M Il ， 1 5 ％ F B S を

加 えた 培養液中に， 常 に 同
一

正 常人か ら採血 した末梢

血白血球 を 5 X l O
5

ノm l と な る よ う に 加 え て1 m l ずつ

プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ皿 く35 X l O m m ， F al c o n 丼3 0 011

に 分 注 した も の を 下層 と し た ．
上 層 に は最終濃度

0 ．3 ％の寒天，1 5 ％ F B S を含 んだ M c C o y 5 A 培養液中

に
，
工a
＋

細胞な い し工a
一

細胞 を各々 1 X l O
5

ノm l ， 2 X
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10
5

ノm l と な る よう に 加 えて 1 m l ず つ 重 層 した．

一 部

のもの で は， 二 層法の 代 りに ， コ ロ ニ
ー 刺激因子 と し

て B u r g e s s ら
2 6，0， ヒ ト 胎 盤 培 養 上 清 くh u m a n

pl a c e n t a
l c o n diti o n e d m e d i u m

，
H P C M l を 15 ％， あ

るい は甲状腺癌細胞培養上清か ら精製さ れ た コ ロ
ニ ー

刺激因子 くC S F － C h u g ai ， C h u g ai P h a r m a c e u ti c al C o ． ，

L T D ．
，
T o k y o ， J a p a nl

2 7
増 1 0 ％委細口した 軟寒天単層

法を用い た． 培養 は t ri pli c a t e で行い ， 3 r C ， 5 ％ C O 2

空気中で 7 旬 1 4 日 間培養後，40 個以上 の細胞が集落 を

なす もの を コ
ロ ニ ー

，
8 へ 3 9 個 のも の をク ラ ス タ ー と

して算定 した．

8 ． C F C － G およ び C F C － M の細胞化学的分析

生 じた コ ロ ニ
ー 内 の C F C － G お よ び C F C ， M の細胞

化学的分析 は K u b o t a ら
細 の エ ス テ ラ

ー ゼ ニ 重染色法

に よ っ た ．
すな わ ち

，
培養乳 軟寒天 を ス ライ ドガ ラ

ス 上 に移 し， 濾紙 に て 脱水 した の ち d ト ナ フ チ ル ア セ

テ ー ト エ ス テ ラ
ー ゼ 染色 と ナ フ ト ー ル A S D ク ロ ロ ア

セ テ
ー

ト エ ス テ ラ
ー ゼ染色の 二 重染色 を行 っ た ．

ぽ
－ ナ

フ テル アセ テ
ー ト エ ス テ ラ

ー ゼ染色陽性の コ ロ ニ
ー 及

びクラ ス タ
ー

を C F C － M ， ナ フ ト
ー ル A S D ク ロ ロ ア セ

テ
ー

ト エ ス テ ラ
ー ゼ 染色陽性の コ ロ ニ

ー 及 び ク ラ ス

タ
ー

を C F C
－ G と し た ．

9 ． 統計学的検定法

得られ た成績 はす べ て 平均値 士S D で 示 した ．
2 群

間の 比 の 平均値 の 差の 検定に は S t u d e n t
，

s t ．t e st を用

い
， p く0 ．0 5 を有意と した ．

成 績

工 ． O E I al 抗体 と 補体 を 用 い たI a
＋

細胞溶解 法 に

よ る C F U ． G M コ ロ ニ
ー 形成能 の 変化

骨髄細胞 と臍帯血 に お け る1 a
＋ 細胞 の 占 め る 割合

は
， 補体依存性細胞溶解操作 に よ り調 べ た と こ ろ， そ

れぞれ 12 ． 9 士 4 ．2 ％， 1 0 ．1 士3 ．5 ％で あ っ た ． C F U － G M

4 0 3

コ ロ ニ
ー 形成法 を行な う前 に ， 前処置と して単 ク ロ

ー

ン抗体 O K王al と補体 を用 い て ヒ ト骨髄細胞と臍帯血

各々 よ り1 a
＋ 細胞 を除去し， 対照と して ， 培養液の み，

ある い は O K l al 抗体 のみ， ある い は補体の み で前処置

を行な い ， そ れ ぞれ の コ ロ ニ
ー 数 を比較検討し た く表

1 う． 骨髄細胞 を O E．I al 抗体 の
み， また は補体の みで 前

処置 した場合 に お い て は， 培養液のみ で前処置 をし た

後 の C F U － G M コ ロ ニ
ー 数 と著変 なか っ た が， O K I a l

抗体 と補体 で前処置を行な う と， C F U － G M コ ロ ニ
ー 数

二
0
し
一

C

O
U

ち
．

工
芸
U

－

つ
山

U

T r e at m e nl

F i g ． 1 ． C F C － M a n d C F C － G c o l o n i e s i n c o r d bl o o d

c h a r a c te ri z e d b y th e d o u b l e st ai n i n g f o r e s t e r a s e

a cti v it y u si n g b o th al ph a
．

n a ph th yl a c e t a t e an d

n a p h th oI A S
－ D ch l o r o a c et a t e a s s u b st r a t e s ． D a t a

r e p r e s e n t th e m e a n p e
r c e n t a g e く士S Dl o f c o n t r oI s

tr e a t e d w it h c o m pl e m e n t くC
，

1 al o n e く10 0 ％1 ．

．

p く0 ．0 5 v s ． r el a ti v e i n hi biti o
n of c o n t r oI s i n C F C

．

M b y S t u d e n t
，

s t － t e S t ． C F C － G ， C Ol o n y
－ f o r mi n g

c e11 s i n g r a n u l o c y t e ニ C F C
－ M

，
C Ol o n y

－f o r m i n g

c e11 s i n m o n o c y t el m a c r o p h a g e こ m i x ， m i x e d

c ol o n y c o n si s ti n g o f b o th g r a n u
l o c y t e s a n d

m a c r o ph a g e s i C
，

，
C O m pl e m e n t ．

T a b l e l ． C F U － G M f r o m b o n e m a r r o w a n d c o r d bl o o d af t e r t r e a t m e n t w ith m o n o cl o n a
l

O K I al a n tib o d y pl u s c o m pl e m e n t
a

N o t r e a t m e n t O KI al a ntib od y C o m pl e m e n t

B M C ol o n y c o u n t s

くN ニ 61 くノ1 0
5
c ell sI

P e r c e n t

1 9 3 ． 5 士7 6 ． 9 1 8 6 ．5 士7 0 ． 9 2 0 6 ． 3 土7 8 ． 2 3 8 ． 2 士2 0 ． 3

9 5 ． 6 士1 5 ． 6 9 1 ． 5 土1 0 ， 3 10 0 18
． 0 士5 ． 6

C D C ol o n y c o u n t s

くN ニ 121 くハ0
5
c ell sラ

P e r c e n t

1 0 1 ． 0 士 4 8 ． 2 11 1 ． 5 士6 0 ． 5 1 13 ． 2 士7 0 ． 0 63 ． 3 士3 5 ．
2

1 03 ．8 士1 8 ．0 1 02 ． 9 士1 4 ． 0 10 0 5 8 ．8 士13 ． 0

a B o n e m a r r o w a n d c o r d b l o o d m o n o n u cl e a r c ell s w e r e t r e a t e d wi
th m o n o cl o n al O K I al

a n tib o d y al o n e ， C O m pl e m e n t a
l o n e

，
a n d O K I al a n tib o d y pl u s c o m pl e m e n t p ri o r t o C F U

－

G M c ult u r e s ． E a c h v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n 士 S D i n tri pl
i c a t e c ult u r e s ． B M ， b o n e

m a r r o w m o n o n u cl e a r c ell s i C D ， C O r d bl o o d m o n o n u cl e a
r c ell s二
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は 補体 の み の 前処置 に よ る C F U－G M コ ロ
ニ ー 数 の

18 ．0 土5 ．6 ％と著しい 減少を認めた． 骨髄 C F U ． G M コ ロ

ニ ー に エ ス テラ
ー ゼ ニ 重染色 を行な っ た と こ ろ C F C －

G く顆粒球 剰 コ ロ ニ ー 数が C F U ． G M コ ロ ニ
ー

数 の

錮 ．3 士9 ． 4 ％と大部分 を占 めた が ， O K 工a l 抗体 と 補体

に て前処置を行な っ た後 に お い て も C F C － G コ ロ ニ
ー

数 と C F C － M く単球 ． マ ク ロ フ ァ
ー ジ芦別 コ ロ ニ

ー 数 の

相対的比率 に は著変 を認 め な か っ た ．

一 方 ， 臍帯血 に

お い ては， O K l a l 抗体と補体 に より ，1 a
＋ 細胞 を除去す

る と
，
C F U － G M コ ロ ニ

ー 数は補体 の みの 前処置 に よる

C F U ． G M コ ロ ニ
ー 数の 58 ． 8 士1 3 ． 0 ％と減少 した が ，

骨髄 と比 較す る と減少の程度 は軽度 であ っ た ． 臍帯血

で は 骨髄 と異な り， C F C ． M コ ロ ニ ー 数が C F U － G M コ

ロ ニ
ー 数 の 60 ．6 士7 ． 7 ％を占 めた ． 図 1 に 示 す よう に ，

O E ユal 抗体と．補体に て前処置 を行 な う と， C F C
－ M コ

ロ ニ ー 数， C F C ． G コ ロ ニ
ー 数 と も に 補体の みの 処理群

よ り減少し たが ， 相対 的に C F C － G コ ロ ニ
ー 数 の減 少

度 く55 ． 4 士13 ． 0 ％う の方が C F C ． M コ ロ ニ ー 数 の減少

度 く29 ． 2 士10 ．4 ％う よ り も 有意 に 著 し か っ た くp く

0 ． 0 51 ．

．

I工
． 臍帯 血 h

十 細胞と 工a
一

紙胞 に お け る C 下
－

U － G M

コ ロ ニ
ー 形成能の 比較

臍帯血 N A 細胞 に お い て， 1 う 非分画細胞群， 2コ

ロ ゼ ッ ト法に よ り分画され た I a
＋

細胞群， 3コ ロ ゼ ッ

ト法に よ り分画され た I a
一

紙胞群， り I a
＋ 細胞 とI a

－

細胞と を 3 こ 7 の 都合で混ぜ あわ せ て 再構築 した群の

4 つ の 細胞群 に つ い て 二 重 軟寒天 培養法 を用 い て，

C F C － G お よ び C F C － M の 測 定 を行 な っ た 結果 を表2

に 示 した ． その 結 乳 臍帯血 の 非分画群 に お ける C F C ．

G と C F C － M の 比 率は 4 4 ％と 56 ％で あ っ た ． I a
＋

細胞

群， I a一細胞群 の どち らに お い ても C F C
－ G ， C F C － M と

も に 形成 され た が， 特 に 工a
＋ 細胞群 に お い ては おも に

C F C － G が形成さ れ くC F C － G 6 2 ％， C F C － M 3 8 ％1
，
I a．

細胞群 で は C F C － M の 形成 が 主 体 を な し た くC F C ． G

3 4 ％， C F C － M 6 6 ％う． つ ま り， 非分画細胞 2 X lO
S

個あ

た りI a
＋
C F C － G コ ロ ニ

ー 数 は 33 士1 7 個， I a
－

C F C －G

コ ロ ニ
ー 数 は 20 士1 5 個 でI a

＋
C F C － G とI a－C F C － G

の 比 は 1 ． 62 士0 ． 3 4 で あ る の に 対 し， I a
＋
C F C － M と

I a
－

C F C ． M の 比は 0 ． 5 0 士0 ．0 9 で あ っ た くp く0 ． 0 1l ．

H l ． 骨髄I a
＋ 細胞と I a

一

細胞 に お け る C F U － G M コ

ロ ニ
ー

形成能の 比較

表 3 に 示 す よう に ， 骨髄 N A 細胞 に お い ても 臍帯血

と同様 に 4 つ の 細胞群 に つ い て 二 重軟寒天培養法を用

い て C F C － G
，
C F C － M の 測定 を行な っ た ．

そ の 結果， 骨

髄 の 非分画群 に お け る C F C
－ G と C F C － M の 比 率 は

69 ％ と 31 ％で あ り， 臍帯血 に 比 べ て C F じ M の 絶対数

は非常 に 少 なか っ た ．
工a 十 細胞群 に お い て は臍帯血と

同様 に C F C － G の 形成が 主 体を成 した くC F C
－ G 7 7 ％，

C F C － M 2 3 ％う． 非分画細胞 1 0
5 個 あ た り に 換算 し た

I a 十 C F C ． G と I a
－

C F C G の 比 も 1 ． 8 0 士 0 ． 3 7 と C F C －

G に つ い て は1 a 陽性 の コ ロ ニ
ー

が 優位で あ っ た ． 骨髄

に お け る C F C
－ M の絶対数 が少 な い た め， I aM 細胞群

T a b l e 2 ． C h a r a c t e ri z a ti o n o f m y el oi d p r o g e ni t o r c ell s i n s e p a r a t e d I a
＋
a n d I a．c o rd

b l o o d c e11 s
8

N o ． c ol o ni e sl

くal くb1 2 x l O
5
c ell s

P r o p o rti o n N o ． i n

o f c ol o n i e sl u n f r a c ti o n a t e d

t o t al c ell s 2 x l O 5 p o p ul a ti o n

C ell p o p ul a ti o n s in f r a c ti o n c ell s くa x b I I a
＋

lI 訂

C F C － G u n f r a c ti o n a t e d l O O ％

王a ＋ 2 8 士3 ％

工a
－

7 2 士3 ％

工a
＋

く30 ％1 ＋I a－く7 0 ％1 10 0 ％

C F C － M u nf r a cti o n a t e d l OO ％

工a
十

2 8 士3 ％

工a－ 72 士3 ％

工a
＋

く30 ％1 ＋I a．く70 ％ン 100 ％

79 土41く44 ％う
b
7 9 士 4 1

1 1 6 士5 8く62 ％う 33 土1 7

2 9 土2 2く34 ％う 20 士15

6 0 士3 6く47 ％1 60 士 36

1 0 0 士4 6く56 ％1 10 0 土46

7 0 士2 6く38 ％う 19 士7

56 士3 5く66 ％う 40 士2 5

68 士4 0く53 ％ン 68 士40

1 ． 6 2 士0 ． 3 4

0 ． 50 土0 ． 0 9
料

a I a
十
a n d I a

－

c e11 p o p ul a ti o n s w e r e s e p a r a t e d b y a
r o s e tt e t e c h n i q u e ． I a

＋
＋I a－c ell p o －

p u l a ti o n w a s r e c o n stit u te d a t th e I a
＋

lI a－r a ti o of 3 こ 7 ■ E a c h v al u e r e p r e s e n ts th e m e a n

士 S D of ni n9 S e p a r a t e e X p e
ri m e n t s ．

榊

p く0 ．0 1 v s ． C F C
－ G b y S t u d e n t

，

s t －t e St ．

b N u m b e r s l n p a r e n th e s e s a r e th e r a t e o f C F C
． G a n d C F C － M i n th e u nf r a c ti o n a t e d ， I a

十

，

I a
－

， O r I a
＋
＋I a

－

c ell p o p u l a ti o n s ．



C F C － G と C F C － M に お け るI a 様抗原発現能

に お い て も 臍帯血 と は異 な り C F C
－ M の 形成 は 少な

か っ た ． 非分画細胞 1 X l O
5 個 あ た り に 換算 した工a

＋

C F C
－ M コ ロ ニ

ー 数は 10 士 4 胤 I a－C F C － M コ ロ ニ
ー

数 は1 1 士 8 個 で く工a
＋
C F C － M II ah C F C － M こ 0 ． 9 0 士

0 ．2 7l ， C F C － M に つ い て はI a
＋ 細胞群 とI a l 細胞群に

は有意の 差 は認め られ なか っ た ．
こ の た め

，
C F C － G と

C F C
－ M に お け るI a 様抗原 の 発現能の 差異 に つ い て

さ らに 調 べ る た め に 以下 の 実験 は臍帯血 を材料と して

405

行な っ た ．

IV ．
コ ロ ニ

ー

刺 激因子 の 影響

F A C S を用 い る こ と に よ りI a
＋ 細胞とI a

一

細胞を よ

り純粋 に 分離 した後， 末梢血 白血j軋 ヒ ト胎盤培養上

清 くH P C M う， 甲状腺癌細胞株培養上清か ら精製さ れ

た コ ロ ニ
ー 刺激因子 くC S F － C h u g ail の 3 種 煉の コ ロ

ニ
ー 刺激因子 を用 い て C F U － G M コ ロ ニ

ー 形成能 を比

較 した ． 表 4 に 示 す よう に ， どの コ ロ ニ
ー 刺激因子 を

T a bl e 3 ． C h a r a ct e ri z a ti o n of m y el oid p r o g e n it o r c ell s i n s e p a r a t e d I a
＋
a n d I aM b o n e

m a r r o w c ell s
a

くaI

P r o p o rti o n

o f

t o t al c ell s

N o ． c ol o ni e sl

くbI l O
5
c ell s

N o ． i n

c o l o ni e sl u nf r a c ti o n at ed

lO
5

p o p ul a ti o n

C e11 p o p ul a ti o n s i n f r a c ti o n c ell s くa x bJ I a
十ノI 訂

C F C － G u n f r a c ti o n a t e d l O O ％

I a ＋ 3 1 士3 ％

I aM 6 9 士3 ％

工a ＋く30 ％1 ＋工a－く70 ％1 10 0 ％

C F C － M u nf r a cti o n a t e d l O O ％

工a
十

3 1 士3 ％

工a－ 69 士3 ％

1 a
＋

く30 ％1 ＋工a－く70 ％I l OO ％

72 士3 5く69 ％う
b
7 2 士3 5

1 14 士6 6く7 7 ％う 35 士20

2 7 士2 7 く63 ％， 1 9 士1 8

5 1 士2 5く68 ％う 51 士2 5

3 3 士1 7く31 ％う 33 士17

3 4 士1 5く23 ％フ 10 士 4

1 6 士1 3く37 ％フ 11 士 8

2 4 士 9く32 ％1 2 4 士 9

1 ． 8 0 士0 ． 37

0 ．9 0 士0 ． 2 7

a I a ＋ a n d I a－c e11 p o p u l a ti o n s w e r e s e p a r a t e d b y a r o s e tt e t e c h ni q u e ． I a
＋
＋I a，c ell p o －

p ul a ti o n w a s r e c o n s ti tu t e d a t th e I a
＋
lI a－r a ti o of 3 ニ7 ． E a c h v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n

士 S D of s e v 甲 S e p a r a t e e X p e ri m e n t s ．
b
N u m b e r s l n p a r e n th e s e s a r e th e r a te of C

F C － G a n d C F C
． M i n th e u n f r a c ti o n a t e d ， I a

＋
，

I a－
，
O r 工a

十
＋I a．c ell p o p u l a ti o n s ．

T a bl e 4 ． C F C － G a n d C F CT M g r o w th in th e s e p a r a t e d I a
＋
a n d I a．p o p ul a ti o n s i n c o r d bl o o d b y

u s ln g th r e e di ff e r e n t c ol o n y
－

S ti m ul a ti n g f a c t o r s
a

P e rip h e r al bl o o d

C ol o n i e s ＋ cl u st e r s U l O
5
c ellsI

C S F
－C h u g ai H P C M

C ell p o p ul a ti o n s 7 d a y s 14 d a y s 7 d a y s 1 4 d a y s 7 d a y s 1 4 d a y s

I a
＋
C F C－G 9 4 土 1 2 1 4 0 士9 13 7 士 10 16 0 士1 7

C F C－M 6 0 士8 7 1 士4 7 6 土6 1 16 士1 2

C F C － M i x O O 3 士1 2 士 1

C F C － G I C F C － M l ． 5 7 士0 ． 2 0 1 ． 9 7 士0 ． 12 1 ．8 O 士 0 ． 14 1 ． 3 8 士0 ． 5 3

I a山 C F C － G 4 士1 14 土2 8 士3 1 3 士2

C F じ M 7 士 1 2 5 士3 13 士 4 3 7 士 4

C F C ． M i x O O l 士1 0

C F C － G I C F C－M o ． 5 7 士0 ． 0 4 0 ．5 6 士0 ． 0 7 0 ． 6 2 士0 ． 21 0 ． 3 5 士0 ．0 4

2 3 7 士2 6 20 6 士6

14 0 士 16 1 0 6 士3

0 0

1 ． 6 9 土0 ． 21 1 ．
9 5 士0 ． 0 5

1 0 士3 1 7 士2

15 士4 3 1 士3

1 士 1 0

0 ．6 7 士0 ．2 2 0 ， 5 5 士0 ， 0 6

a I a
十
a n d 工a－ c ell p o p ul ati o n s w e r e s e p a r a t ed b y a F A C S a n d th e n in c u b a t ed f o r C F U

－ G M a s －

s a y s u si n g th r e e d iff e r e n t ki n d s o f c ol o n y
－

Sti m ul ati n g f a c t o r s i p e ri ph e al bl o o d l e u k o c yt e s b y a

d o u b l e l a y e r m e th o d ， C S F
－ C h u g ai く10 ％1 th a t i s p r e p a r e d f r o m th e c o n diti o n ed m e di u m of a th y

＋

r o id c a n c e r c el1 1i n e
，
a n d h um a n pl a c e n t al c o n d iti o n e d m e di u m くH P C M ， 1 5 ％1． E a ch v al u e r e p r e

－

s e n t s th e m e a n 士 S D n u m b e r s of c ol o n i e s pl u s cl u st e r s i n tri pli c a t e c ul tu
r e s f o r 7 a n d 1 4 d a y s ．
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T a bl e 5 ． C F C － G a n d C F C － M g r o w th i n th e s e p a r a
t ed I a

＋
a n d I a，p o p ul a ti o n s i n

c o r d bl o o d af te r T －1 y m ph o c yt e d e pl e ti o n
a

C ol o ni e s ＋ cl u st e r s U lO 5 c ell sI

G ell p o p u l a ti o n s E x p ． 1 ．
E x p ． 2 ．

王a
十
C F じ G

C F C t M

C F C － M i x

C F C － G I C F C － M

I釘 C F C － G

C F C － M

C F C － M i x

C F C － G I C F C － M

2 1 9 士2 5

1 13 士1 5

0

1 ． 6 4 士0 ． 1 8

3 3 士2

5 1 士3

0

0 ．6 5 士0 ． 32

3 1 士3

1 7 士2

0

1 ． 8 2 士0 ．2 0

4 士 1

12 士3

0

0 ． 33 士0 ． 0 8

a

T －1 ym p h o c yt e s w e r e d e pl e te d b y a r o s e tt e t e c h n
iq u e u si n g n e u r a m i nid a s e

－t r e a t e d

s h e e p r e d bl o o d c ell s b e f o r e c ell s o r ti n g ． S e 甲 r a t e d c o
r d b l o o d l a

＋
a n d I a－c ell s b y

a F A C S w e r e c ult u r e d f o r C F U － G M a s s a y s u sl n g C S F
－C h u g ai a s a c ol o n y

－

S ti m ul a t－
i n g f a ct o r ． E a c h v a lu e r e p r e s e

n ts th e m e a n 士S D i n t ripli c a t e c ult u r e s f o r 1 4 d a y s ．

T a bl e 6 ． C F C － G a n d C F C － M g r o w th a ft e r r e c o n stit u ti o n w ith
th e s e p a r a t e d I a

＋
a n d I a－c ell s i n

c o r d b l o o d
a

I

竿フ霜
1 s I

u 8
11 s

c 。1。ni e s C 。1。d e s ． cl 。St e，S C F C
－ G C F C － M C F C － M i x

1 X l O
5

0 1 4 0 士20 1 9 0 士2 8

0 2 X l O
5

2 6 士4 3 0 士4

1 X l O
5

2 X l O
5

1 96 士2 3 2 4 0 士2 9

1 X l O
5

4 X l O
5 2 04 士2 2 2 5 6 士2 6

1 1 5 士 1 3 75 士9

1 2 土4 18 士3

1 2 7 士1 5 11 3 士2 0

1 2 9 士1 9 1 2 7 士1 7

0

0

ハ
リ

O

8
C ell s f r o m s e p a r a t e d I a

＋
a n d I a

－

c e11 f r a c ti o n s w e r e m i x e d i n th e r a ti o s i n d i c a t ed p ri o r t o pl a ti n g

i n C F C － G a n d C F C
－ M a s s a y s ． C S F

－ C h u g ai w a s u s e d a s a c o l o n y
－

Sti m u l a ti n g f a c t o r ． T h e n u m b e r s

o f c o l o n i e s a n d cl u st e r s
．

w e r e e x p r e s s e d a s th e m e a n 士 S D i
n t ri pli c a t e c ul t u r e s f o r 1 4 d a y s ■

T h e

d a t a f r o m o n e o f t w o s l m il a r e x p e ri m e n t s a r e p r e s e n t e d ．

T a b l e 7 ． E ff e c t s of th e c u lt u r e s u p e r n a t a n ts of th e s e p a r a t ed
I a
＋
a n d I a－c ell p o p ul a ti o n s o n C F C － G

a n d C F C － M g r o w th
a

C ol o n y
－

C ell sti m ul a ti n g

p o p ul a ti o n s f a c t o r s

C ol o n i e s ＋

cl u st e r s C F C － G C F C － M C F C － M i x

くハ0
5 くハ0 5 くハ0

5 くノ10 5

c ell sJ c ell sI c ell sI c e 11 sI C F C －G IC F C ， G

T －

C ell － N o n e

d e pl e t e d C S F c H U

I a ＋ C S F c H U ＋ P H A

p o p ul a ti o n C S F c H U ＋ P H A
－I a
＋
－

S u p

C S F c H U ＋ P H A －I a
－

．

s u p

4 士3 2 士2

2 76 士1 4 15 6 士8

3 1 0 士5 0 1 7 3 士2 8

3 9 6 士5 2 2 1 7 士28

3 4 2 士30 1 8 6 士1 6

2 士1

1 1 6 士6

1 3 4 士2 2

1 7 9 士2 4

1 5 6 士 18

T
一

l

工
じ

り
l

－

ハ
U

2

1

1

0

0

0

0

士

十
一

十
一
士

4

9

1

9

3

2

2

1

1

1

1

1

n

U

士

士

0

0

4

3

T －

C ell － N o n e

d e pl e t e d C S F c H

I a－ C S F c H U 十 P H A

p o p ul a ti o n C S F c H U ＋P H A
．I a
十
－

S u p 69 士1 7

C S F c H U ＋P H A －I a，． s u p 8 4 士1 1

l

1

4

3

0

士

士

士

＋
一

7

8

7

9

1

1

1 士1

1 7 士2

16 士4

5 2 士 1 3

6 5 士8

6

0

0
八

U

4

ハ
リ

l

n
U

n
U

O

ハ
U

O

O

十

一
士

士

士

1

0

3

9

4

5

3

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

a
T h e s e p a r a t e d c o rd b l o o d I a

＋
a n d I a

－

c e11 c u lt u r e s u p e r n a t a n t s s ti m u l a t e d b y p
h y t o h e m a g gl u ti n i n

くP H AI w e r e p r e p a r e d ． T －

C ell ． d e pl e t e d I a
＋
a n d I a

．

c ell p o p ul a ti o n s w e r e i n c u b a t e d f o r C F U
－ G M a s s a y s

u si n g t h e I a
＋
o r l a

－

c e11 c u lt u r e s u p e rn a t a n t SくP H A ．I a
＋
． o r P H A －I a

－

－

S u pl a t th e fi n a l c o n c e n t r a ti o n of l O ％

c 。 m bi n e d w i th a s m a 11 e r a m o u n t o f C S F
－ C h u g ai くC S F c R 。 ， 5 ％1 th a n u s u al ． T h e n um b e r s o f c ol o n i e s pl u s

cl u s t e r s a r e e x p r e s s e d a s t h e m e a n 士S
D i n t ri pli c a t e c u lt u r e s f o r 1 4 d a y s ．

T h e d a t a f r o m o n e of t w o

si m il a r e x p e ri m e n t s a r e p r e s e n t e d ．



C F C ． G と C F C － M に お けるI a 横坑原発現能

用い た場合 に お い て もI a
＋

細胞群 に お い て は C F C － G

コ ロ
ニ ー の 形成 が優位 で あ っ た ． こ れ に 対 し工a．細胞

群に お い ては C F C
－ M コ ロ ニ

ー の 形成 の 方が優位 で あ

り
，
ロ ゼ ッ ト形成法 を用 い て 細胞分 離を行 な っ た場合

と同様の 結果 と な っ た ． 培養期間に 関 して は ，I a
一

紙胞

群で は コ ロ ニ
ー 刺激因子 の 種類に 関係な く 7 日間培養

に 比 べ て 1 4 日 間 培養 を行 な っ た 方 が C F C － M コ ロ

ニ ー 数の 増加 が著 し か っ た ．
工a
＋

細胞群 に お い て は
一

定し た傾向は認め られ なか っ た ．

V ． 非造血 系補助細胞 くa c c e s s o r y c ell sフ の I a
＋
及

びI a－C F tJ － G M コ ロ ニ
ー

形 成能 に及 ぼ す 影響

1 ． T リ ン パ 球除去 に よ る影響

T リ ン パ 球は 造血 細胞の 分化 ■ 増殖 に 影響 を与え る

補助細胞 くa c c e s s o r y c ell sl と して 知 られ て い る．

F A C S を用 い た 細胞分離過程 に お い て， I a 十 T リ ン パ

球 の I a
＋
C F U ． G M 分画 へ の 偏入 ， お よ びI a．T リ ン パ

球の I a－C F U － G M 分 画 へ の偏入 が C F C － G
，
C F C － M に

おけ る工a 横坑原の 発現 能の 差異 に 何 ら か の 影響 を及

ぼ して い ない か を調 べ る た め に T リ ン パ 球除去 を実

施した．
T リ ン パ 球 の 除去に は ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理

ヒツ ジ赤血 球 を用 い た ロ ゼ ッ ト形成法 を利用 し， その

の ち F A C S に よ りI a
＋

細 胞 とI aq 細胞 の ソ
ー

テ ィ ン

グを行な い ， コ ロ ニ
ー 刺激因子 と して C S F － C h u g a i を

用 い て C F U － G M コ ロ ニ ー 形成法 を行 な っ た ． 表 5 に

示 す よ う に ， T リ ン パ 球 除去後 に お い て も C F C － G ，

C F C ， M に お け るI a 様抗原 の 発現能 に は 表 4 と 比 較

して著しい 変化 は認め られ な か っ た ．

2 ． 培養細胞 の 再構築に よ る変化

工a
＋ 細胞 とI a

－

細胞 と を い ろい ろな 割合 で 混 ぜ合 わ

せて 培養細胞の 再構築 を行な い C F U － G M ア ッ セ イ を

行な っ た ． 表6 に 示 す よ う に ， 再構築 を行なう こと に

よる C F C － G コ ロ ニ ー 数 ， C F C － M コ ロ ニ ー 数の 実測値

は
，
理論的 に 計算され た期待値 に比 較 し， 有意の 著増，

著減は認 め られ な か っ た ． ま た， 表2 ， 3 に 示 し た よ

う に
， 非分画細胞 に 占め るI a

十

細胞， I 訂 細胞の 割合 と

ほぼ 同率と なる よ う に 3 こ 7 の 割合 で再構築 を行 な っ

たが
， 非分画細胞に 比 べ C F Cr G コ ロ ニ

ー 数 ， C F C － M

コ ロ ニ ー 数が著 しく増減す る こ と はな か っ た ．

VI ． 培 養上 清 の 影響

分離 し た工a ＋ 細 胞 お よ びI a一細胞 の 培養上 清中 に

C F C － G や C F C － M へ の 増強因子 な い し抑制因子 が 存

在す るか どう か を調 べ る た め に
，
1 a
＋ 細胞 ま た は王訂

細胞浮遊液 へ P H A を添加 したの ち， あ る い は非添加

の まま 72 時間培養後， その 培養上 清 を採取 し C F U －

G M コ ロ ニ ー 培養 系 へ 加 え た．
表 7 に 示 す よ う に ，

P E A で 刺激 され た 工a 十
，
工a

一

細胞の培養上清 を加え る

とコ ロ ニ ー

と ク ラス タ
ー の 総数は増加 した が， C F C ． G

，

4 0 7

C F C ． M へ の 偏 っ た 増加， 減 少は お こ ら ず C F C － G と

C F じ M の 比 に は 変化 を認め なか っ た ．

考 察

I a 様抗原 は ヒ ト造血幹細胞 に お い て， そ の 一 連 の 分

化 の 過程 で発現 して く る こ と が 報告 さ れ て い る．

M o o r e ら
2 引は ヒ ト骨髄細胞長期培養法 を用 い て ヒ ト

の 最 も 未熟 な造血幹細胞 で あ る 多能性幹細胞 を培養

し
，
こ れ が工a 様 抗 原 を 欠い て い る こ と を 示 し た．

K e eti n g ら
3 0I
も ま た， ヒ ト骨髄細胞の長期鞍体培養 に

て 同定さ れ る造血前駆細胞は工a 様抗原を欠き， 軟寒天

コ ロ ニ
ー 培養法で検出され る 前駆細胞 より さら に 未分

化 な 細 胞 で あ る こ と を 示 し た． し か し
，
C F U ．

G E M M
1 8 ト 2 01

， C F U － G M
4ト 101

， B F U
． E 81 1 1 卜 川 な どの 方

向づ け られ た 前駆細胞 に は1 a 様抗原が発現 して お り，

B FしトE に お い て は C F U － E へ 分化す る 間に 抗原性 が

消失す る とさ れ て い る
8I ll ト 用

．
こ の よう に 各系統 へ の

方向づ け を獲得 した 幹細胞 に お け る急速なI a 様 抗原

の 発現と， それ らの 成熟と と も に 生ずる選択的な抗原

性の 消失は， こ れ ら分化 の過程に I a 様抗原 が関与 して

い る こ と を示 唆 して い る ．

本研究で は， まず ヒ ト骨髄単核細胞 を単ク ロ ー ン抗

体 O K 工al と補体 で処 理 して 王a 様 抗原陽性細胞 を溶解

す る 方法 くn e g a ti v e s el e cti o nl を用 い て C F C － G 並 び

に C F C － M 各々 に お ける工a 横坑原の発現能に つ い て

検討 した．
その 結果， 骨髄で は臍帯血 に 比 べ I a

＋
C F U －

G M の 減少が 著 しい が C F C － G と C F C ， M の相対 的比

率 に は著変 を認め な か っ た の に 対 し， 臍帯血に お い て

はI a
＋
C F U － G M の 減少が 軽度で

，
残 っ たI a

一

細胞 が

C F C － G よ り も む し ろ C F C － M を よ り強く発育 させ た．

しか し
， 補体 を介 した細胞溶解法 に お い て は弱陽性細

胞 を溶解 しな か っ たり ， 細胞群間に お い て補体 に対す

る 感受性の 差異が存在 した り， 細胞が体内を循環 して

い る 間に 細胞膜に 変化が お こ っ た りす る可能性がある

た め， さ ら に ， ヒ ト臍帯血 なら び に ヒ ト骨髄か ら1 a ＋ お

よ びI a一紙胞 を 分離分取 くp o siti v e s el e c ti o n l し ，

C F C － G お よ び C F C － M に お けるI a 様抗原の発現能の

差異 に つ い てよ り詳細 に 検討 した．
そ の結果， C F C － G

と C F C － M は お 互 い か ら完全に 分離さ れ た わ け で は な

い が
， 臍帯血に お い て は1 a 様抗原陽性の骨髄系前駆細

胞か ら は C F C － M に 比 べ て C F C ． G をよ り 強く 発育 さ

せ た
．
こ れ に 対 し， 1 a 様抗 原陰性の 前駆細胞か ら は

C F C － M の 発 育 の 方が 優位 で あ っ た ．
こ れ は 臍 帯血

C F U ． G M が顆 粒球系ある い は単球系の どち ら へ 方 向

づ け られ る か でI a 様 抗原 の発現能が異 な り C F C － M

で は発現能が弱い こ と を示 し， 1 訂 であ る 多能性幹細

胞の少数の もの はI a－の ま ま選択的に C F C ． M へ 方向
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づ け られ る と推測さ れ る く図 2 1 ．

最近
，
G riffi n ら

3 1
恨 ヒ ト骨髄 を用 い て H L A ． D R 抗

原量の 強度 に よ り H L A － D R 抗原 強陽性， 弱陽性 に 分

けて未熟な くd a y 141 C F U ． G M と よ り成熟 した くd a y

7，C F U ． G M に つ い て検討を行 な い ， 未熟な くd a y 1 41

C F U ． G M に お い て は C F C － G と C F C
－ M 間 で H L A －

D R の 抗原量 に 有意差 を認 めず， H L A － D R 抗原量 で は

その S u b s e t を同定で き ない が ， よ り成熟 した くd a y 71

C F U ． G M で は C F C － G は頭陽性群 ，
C F C － M は強陽性

群 に 多 く， H L A ． D R 抗 原 の 強 弱 に よ り C F C － M は

C F C ． G と 分離 され うる と報告 した ． 今回の我々 の研究

で も骨髄 に お い て は臍帯血 と異な り C F C
－ M コ ロ ニ

ー

数 は1 a
＋ 細胞 1 X l O

5

個 あ た り 34 士 仏 工a
一

細胞 1 X

l O
5 あた り 16 士13 と工a 陽性細胞群 に 多 く認 め ら れ た

が， 絶対数で は有意菱 を認 め な か っ た ． 臍帯血 C F C － M

と骨髄 C F じ M の 同
一 性ある い は差異 に つ い て は詳 し

く検討 し て い な い が骨髄 の C F C － M は C F C ． G に 比 べ

て少数で あり1 a ＋ 細胞群 に 相対的に 多く存在す る の に

対 し， 臍帯血 に おい て は C F C － G に 比 べ て C F C － M が 多

数を占め ， そ の C F C － M が I 訂 細胞群 に 多 く存在 す る

こ と は興味深 い こ とと思わ れ た ．

最近， 造血 幹細胞 の分化増殖 の調節機構 に T リ ン パ

球な どの補助細胞が関与 しう る こ と が 明ら か に され つ

つ あ る． 骨髄お よ び臍帯血単核細胞の 分離過程で こ の

補助細胞 が混 入 し， 工a
＋
お よ びI a

一

前駆細胞の顆粒球

系ある い は単球 ． マ ク ロ フ ァ
ー

ジ系 へ の 発育 を修飾 し

て い る可能性が ある た め い く つ か の 検討 を加 えて み

た． しか し1 a
十 細胞お よ び 工a

一

紙胞 の 分離前 に あら か

じめ T 細胞 を除去 して お い て も， あ るい はI a
＋ 細胞 と

工a
一

細胞 を様 々 な 割合 で 混合 し再構築 を行 な っ て も

C F C ． G 並 び に C F C － M コ ロ ニ ー 形 成 に は著変 を認 め

ず， 補助細胞 がI a 十 お よ び I a
－

C F C － G ま た は C F C － M

由来の コ ロ ニ ー 発育 を修飾 し て い る可能性 は少 なか っ

た
．
ま た，I a

＋ 細胞お よ び王a
．

細胞 に P H A を添加 して

培養 し， そ の培養上 清 を C F U
－ G M コ ロ ニ

ー 培養系 へ

加 えて み たが ，
C F ひ G M コ ロ ニ

ー 数 の 著 しい 増加 は認

l a
＋

ニニ琶S一軒I C ell s 一 ．寸々

ロ
ご
C

－ G 一 寸 G 職 n u O C yt e S

．

汎 朝
一
ヰC F C

－

H 一 浩寄島s
Iオ

ー

F i g ． 2 ． P r o p o s e d d iff e r e
n ti a ti o n s e q u e n c e o f

m y el oi d p r o g e n it o r c ell s i n c o r d b l o o d － C F U T

G M
，
C Ol o n y

－f o rm i n g u ni t s i n g r a n ul o c yt e
－

m O n O
－

c y t el m a c r o p h a g e i C F C
． G
，
C Ol o n y

－f o r m i n g c ell s

i n g r a n ul o c y t e i C F C
－ M

，
C Ol o n y

－f o r m i n g c ell s i n

m o n o c yt eJ m a c r o bh a g e ．

め た も の の C F C － G コ ロ ニ ー 数 お よ び C F C － M コ ロ

ニ ー 数 の 比 に は 著変 を認 めな か っ た ． i n v it r o で 同種

抗原や P H A ， p O k e w e e d m i t o g e n くP W M l な どの

m it o g e n で 刺激さ れ た T 細胞 の 産生す る液性因子 に

は強い C S F 活性が存在 してい る． H a m a n o ら
321 は

，
マ

ウ ス の 主 要組織適合抗原 で あ る H －2 の 異な る 同種抗

原 を投与 して T 細胞 を刺激 す る と ， 脾 お よ び骨髄の

C F U －S が 増加 す る こ と よ り， 何 らか の 強い 刺激 を与え

た場合 に T 細 胞よ り産生 さ れ る液性 因 子 の 存在 に よ

り， C F U
－ S の 分化

，
増殖が 克進す る可能性 を示 した．

ま た
，
C F u G E M M の 形成 に は P W M で 刺激 したマ ウ

ス 脾細胞の 培養上清や ， P H A で刺激 した 末棉血単核

球の 培養上漕が必要で あ り
1 51
，
m it o g e n で 刺激をう け

た T 細胞 か ら の液性因子 が C F U
－ G E M M に 対し て刺

激因子 と して作 用す る もの と 考え られ る． また
，
P H A

で 刺激 され た T 細胞 と骨髄単核細胞 と の 混合培養に

よ り C F U
－ G M

，
C F U － E が 抑制さ れ る こ と

331も 報告さ

れ て い る． さ ら に ， 再生不良性貧血患者 の 骨髄および

末棺血中に C F U － G M
，
C F U－E ， B F U

－ E に 対し て抑制

的 に 働 く T 細 胞や 単球が存在す る こ と に つ い ては多

数 の 報告
3 4 ト 抑
が あ り， た と え ば患者末梢血 の 単核細胞

や骨髄細胞 を正 常骨髄細胞に 添加 し混合培養する と，

正 常骨髄幹細胞の 分化， 増殖 が抑制 され たり
34 ト 361

，
正

常 ヒ ト C F U － G M に 対 して抑制的 に 働 く 患者末杓血か

ら単球 を除去 す る と抑制作用 が な く な る こ と
371
な どが

報告 され て い る．
こ の よう に 骨髄系前駆細胞の発育に

は T 細胞 その 他の 補助細胞が複雑 に 関与 し て い ると

予想 さ れ る． し か し， 今回 の 検討 で は C F U ． G M か ら

C F C － G お よ び C F C
－ M へ の 分 化 の 調節 に 補助細胞は

それ ほ ど重要 な役割 を果 た して い る と は 考 えられ な

か っ た
．

と こ ろで ， ヒ ト臍帯血 並 び に 新生児末梢血 に は多数

の 造 血 幹細胞 が存在 し， 骨髄 と異 な り C F C
． G に 比 べ

C F じ M が 多数を 占め て い る
2 21

．
さ ら に

，
今回 の 研究で

は ヒ ト臍帯血 の C F C － M はI a－の 前駆細胞群 に 多く存

在 した ． ま た ，
マ ク ロ フ ァ

ー

ジに は H L ん D R 抗原陽性

の もの 並 び に 陰性の も の の 2 種類が報告さ れて い る ．

S ti e h m ら
吋
は成人 末梢 血 の 単球の D R 抗原発 現性と

比 べ る と ヒ ト臍帯血 に お け る単球の H L A － D R 抗原発

現性 が減少 して い る こ と を示 した．
L u ら 細 も また， マ

ウス の 新生児の マ ク ロ フ ァ
ー ジ で は工a 抗 原の 発現性

が低 い と報告 した ． 本研究 か ら こ の よ う な末梢血の単

球 に お ける I a 様抗 原発現性の h e t e r o g e n eity は ， その

前駆細胞 に お け るI a 様 抗原発現性 の h e t e r o g e n eity

と密接 な関係がある こ とが 強く示 唆 され た ． 特に ヒ ト

の新生児期の 工a
一

単球 ． マ ク ロ フ ァ
ー ジの 増加 は， 今回

明 らか と な っ た臍帯 血 で の I a
－

C F C － M 前駆細胞の 増



C F C － G と C F C － M に お ける I a 様抗原発現能

加と強い 関連性 が予 想され ， 興味深 い 点である ． 胎生

期， 新生児期の C F C － M の 増加
， 特に I a．C F C － M の増

加の 機能的意味 は現 在の と こ ろ全く 不明で あ るが ， 単

ク ロ
ー ン 抗体 を用 い て と 卜血 液前駆細胞 に お ける 1 a

様抗原の 発現性 に つ い て さ ら に詳 し く検討す る こ と は

造血機構 に お け る前駆細胞の 成熟過程 をさ ら に 明瞭化

する の に 大い に 役立 つ も の と期待 され る．

結 論

造血幹細胞 の 分化 の 過程 に エa 横坑原が 関与 して い

る とさ れ るが ，
本研究で は

，
C F U ． G M か ら C F C － G な

ら び に C F C
． M へ の 分化過程 に お け るI a 様抗原 の発

現能 を検討 した ． 方法 と して， 補体依存性細胞溶解法

を用い た工a
＋

細胞除去操作 に よ り， あ るい は セ ル ．ソ ー

ティ ン グ法 およ び免疫 ロ ゼ ッ ト法を用 い た 工a
＋

細胞と

I a一組胞の 分離分取操作 に よ り検討 し， 以 下の 結果 を

得た．

1 ． 補体依存性細胞溶解法を用 い て1 a
＋

細胞 を除去

する と， 骨髄で はI a ＋ C F U ， G M の 減少が 著 しく， その

ほと ん どが C F C － G と考 えられ た．

2 ． 1 と 同様な 処理後
，
臍帯血 で はI a

十
C F U ． G M の

減少は軽度 で， 残 っ たI a一紙胞 は C F C － G よ りも C F C －

M を より 強く発育さ せ た．

3 ． 工a
＋

細胞 と1 a
一

細胞 を セ ル ． ソ 一 夕 ー で 分離分

取す ると
，
ヒ ト臍帯血非付着細胞 に 関 して は，工a ＋ 細胞

群， I a
一

細胞群の どち ら に お い ても C F C － G ， C F C － M と

も に 形 成 さ れ た が 特 に 工a
＋

細 胞群 に お い て は 主 に

C F C ， G が 形成 され
，
I a．細胞群で は C F C － M の 形成 が

主体を な した．

4 ． ヒ ト骨髄非付着細胞 に 関 して は ， 工a
＋

細胞群 に

お い て は 臍帯血 と同様 に C F じG の 形 成が 主体 を成

し た． 骨 髄に お け る C F C － M の 絶対数が 臍帯血 に比 べ

て非常 に 少 な い た め ，
I a一紙胞群 に お い て も C F C － M

の 形成 は少な く
， 有意の 結論は得 られ なか っ た ．

5 ． 末梢血 白血 球， H P C M
，
お よ び CS F － C h u g ai の

3 種類 の コ ロ ニ ー 刺激 因子 に よる 臍帯血 C F U － G M 測

定で は
，
い ずれ の C S F を用 い た場合に お い て も I a

＋

細

胞群で の C F C － G 優位 お よ びI a一細胞群 で の C F C － M

優位 に は変化 を認 め な い こ とよ り ， コ ロ ニ ー 刺激因子

に よ る工a 様抗原の 発 現 能 へ の 影響 は 少な い も の と 考

えられ た．

6 ． 臍帯血非付着単核細胞か ら T リ ン パ 球 を除去

した後の C F じ G M コ ロ ニ ー 形成 法に お い て も， また

I a ＋ 細胞 お よ びI a．細胞 に よ る 再構築後 の C F U － G M

コ ロ ニ ー 形成法に お い て も C F C － G
，
C F C－M に は著 し

い増減を認 めず， 補助細胞の 1 a 様抗原発現能 へ の 関与

は少ない もの と 思われ た．

4 09

7 ． 分画 したI a
十

細胞 な ら びに 1 訂 細胞 に P H A 添

加ある い は無添加 の ま ま培養 した上 清 を C F U － G M コ

ロ ニ
ー 培養系に 添加 して も，C F U － G M 総数 は増加 した

も の の
，
C F C － G

，
C F C ． M に お けるI a 横坑原の 発現能

に は偏 っ た増減 は お こ らず， 王a
十 細胞な ら びに 1 a

一

紙

胞の 培養中 に C F C － G や C F C － M へ の増強因子 や抑制

因子 は放出 され な い もの と考 えられ た．

以上 よ り
，
C F U － G M か ら顆粒球系ある い は単球系の

ど ち らか へ の 方向づ けとI a 様抗原の 発現能 と の 間 に

は密接な関係があり ， C F C ． G で は その 発現能が強く，

C F C － M で は そ の発現能 が弱 い こ とが 明 らか と な っ

た ． ま た， 臍帯血で はI a 横坑原発現能の 弱い C F C － M

が 多数存在 し， 何ら か の 生理的意義が 示 唆され た．
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－1 1 6 2 く19 瑚 ．

3 11 G ri ffi n ， J ． D ．
，
S a b b a th ， R ． D ．

，
H e r r m a n n

，
F －
，

L a r c o m ， P ．
，
N i c h oI s ， E ．

，
E o r n a c k i

，
M ．

，
L e Y i n e

，

H ． 及 C a n n i s t r a
，
S ． A ． ニ D iff e r e n ti a l e x p r e s si o n o f

H L A ． D R a n ti g e n s i n s u b s e t s of h u m a n C F U
－ G M ．

B l o o d
，
6 6

，
78 8 て95 く19 8 51 ．

3 2I H a m a n o ， T ． 鹿 N a g ai ， E ．
こ E ff e ct s of a1l o －

g e n i c sti m u l a ti o n s o f t h e p r olif e r a ti o n an d

diff e r e n ti a ti o n o f t h e h e m o p o i e ti c st e m c ell ． T r a n s
－

pl a n t a ti o n ， 2 5 ， 2 3
－2 6 く19 7 81 ．

33I P o d e st a ， M ．
，
F r a s s o n i

，
F ．
，
V a n L i n t

，
M ． T ．

，

Pi a g g1 0 ， G ．
，
M a r m o n t ， A ． 鹿 B a ci g a l u p o ， A ． ニ

G e n e r a ti o n o f C F U c s u p p r e s s o r T c ell s i n v it r o ． II ．

Eff e ct o f P H A ， P W M ， a n d C o n
－ A o n b o n e m a r r o w

a n d p e ri ph e r al bl o o d l y m p h o c y t e s f r o m h e alth y
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3 4I A s c e n s a o ， J ．
，
P a血 w a

，
R ．
，
K a g a n ， W ． ，

H a n s e n ， J ．
，
M o o r e

，
M ． 鹿 G o o d

，
R ． ニ A pl a s ti c

a n e m i a ニ E v id e n c e f o r a n i m m u n ol o gi c al m e c h a
－

n i s m ．
L a n c e t

，
2 7

，
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35I H o f f m a n ， R ．
，
Z a nj a n i ， E ． D ．

，
L u tt o n

，
J ． D ．

，

Z al u sk y ， R ． 鹿 W a 層烏e r m a n
，
L ． R ．

こ S u p p r e s si o n of

e r yth r o id
－

C Ol o n y f o r m a ti o n b y l y m ph o c yt e s f r o m

p a ti e n t s w ith a pl a s ti c a n e mi a ． N ． E n gl ． J ． M e d ． ， 2 9 6 ，

1 0 ．1 3 く19 7 7ナ．

3 6I T a k a k ll ， F ．

， S u d a ， T ． ，
M i z o g u clli ， H ．

，
M i u r a

，

Y ．
，
ロ c b i n o ， E ．

，
N a g 孔i ， E ．

，
E a ri y o n e ， S ． ， S b ib a 血，

A ． ， A k a b a I l e ， T ．
，
N o m u r a

，
T ． 鹿 北 a e k a w a ， T ． ニ

E ff e ct o f p e ri p h e r al bl o o d m o n o n u cl e a r c ell s f r o m

a pl a s ti c a n e m i a p a ti e n t s o n th e g r a n ul o c y t e
．

m a c r o
．

ph a g e a n d e r yth r oi d c ol o n y f o r m a ti o n i n s a m pl e s

f r o m n o rm al b o n e m a r r o w i n vit r o
－

A c o o p e r a ti v e

w o rk ． B l o o d
，
5 5

，
9 3 7 ．9 43 く19 8 01 ．

3 7I S u d a ， T ．
，
M i 210 g u Clti ， II ． ， M i ll r a ， Y ． ， K u b o t a ，

E ． 鹿 T a k a k 11 ， F ． 二 E n h a n c e m e n t o f g r a n u l o c y ti c

c o l o n y f o r m a ti o n b y d e pl eti o n o f ph a g o c yti c c ell s
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．6 65 く198 01 ．

3 8I S ti 血 m ， E ． 軋， S ヱt ei n ， 軋 臥 ， S t e e g ， P ． S ． ，

M a r L n
，
D ．

，
N e w l a n d

，
C ． ， B l a e s e ， M ． 鹿 O p p e n h e i n ，

J ． J ． 二 D efi ci e n t D R a n ti g e n e x p r e s si o n o n h u m a n

c o r d bl o o d m o n o c yt e s ニ r e V e r S al w ith l y m p h o ki n e s ．

C li n ． l m m u n ol ． I m m u n o p a th ol ． ， 30 ， 4 3 0
－4 3 6 く19 8 41 ．

3 9I l 血 ， C ．
Y

．
，
C 礼1 a m 乱i

，
駄 G ． 鹿 t h 引 用 e ， E ． R ． こ

A d ef e c t i n th e a n ti g e n
－

p r e S e n ti n g f u n c ti o n o f

m a c r o p h a g e s f r o m n e o n a t al m i c e ． N a t u r e ， 2 8 2 ， 32 7
－

3 2 9 く19 7 9ン．

D iff e r e n t I a －1ik e A n t i g e n E x p r e s si o n b e t w e e n G r a n ul o c y t e P r o g e n it o r C ells くC F C
－ GI

a n d M o n o c y t e － M a c r o p h a g e P r o g e n it o r C e11s くC F C
．

叩 M i e k o N u m a ta
，
D e p a rt m e n t o f

P e d i a t ri c s
，
S c h o ol o f M e d i c i n e

，
K a n a z a w a U n i v e r sl ty ， K a n a z a w a 9

2 0
－

J ． J u z e n M e d ． S o c －
，
9 7

，

4 0 0 － 4 1 2 り9 881

K e y w o r d s ニ Ste m C ell s ， I a a n ti g e n s ， g r a n u l o p oi e si s ， b o n e m a r r o w ， C O r d bl o o d

A b s t r a ct

T h e p r e s e n t s t u dy w as p e rfb r m e d t o e x a m i n e t h e di 脆 r e n t e x p r e s si o n o f I a
－1i k e a n tl g e n S O n

m y el oi d p r o g e
n i t o r c ell s i n t h e m a t u r a ti o n p r o c e ss 丘o m c o l o n y

－f b r m i n g u n i ts i n g r a n ul o c y t
e －

m o n o c y t el m a c r o p h ag e くC F u G M J t o c ol o n y
－fb r m i n g c ell s i n g r a n u l o c y t e くC F C

－ G J o r t o c o l o n y
－

f b r m i n g c ells i n m o n o c y t el m a c r o p h a g e くC F C
－ M J ． F i r st ， I a －1i k e a n tig e n －

P O Si ti v e くI a り c ell s w e r e
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eli m i n at e d 丘o m h u m a n c o r d b l o o d a n d b o n e m a r r o w m o n o n u cl e a r c ell s b y a c o m p l e m e n t

m e di at e d c y t o t o x i ty t e c h n i q u e くn e g ati v e s el e c ti o nJ ． N e x t
，
I a
＋
a n d I a －1i k e a n tig e n

－ n e g ati v e くI al

c ell s w e r e s e p a r a te d b y a r o s ett e t e c h n i q u e o r b y a
c e11 －S O r ti n g t e c h n i q u e くp o siti v e s el e c ti o nl ．

C F U
－ G M w e r e a ss ay e d i n s e m

i s oli d a g a r c u l t u r e a ft e r n e g a ti v e a n d p o siti v e s
e l e c ti o n

，
a n d C F C －

G w e r e difrb r e n ti at e d 丘o m C F C － M b y a d o u b l e st a l n l n g f b r e ste r a s e a c tl V l ty ． C F U － G M i n b o n e

m a r r o w w a s m a r k e d ly i n h i b i te d aft e r a n eg
a ti v e s el e c ti o n ． T h i s w a s m ai n l y d u e

t o th e i n h i biti o n

o f C F C － G ． I n c o n t r as t
，
t h e i n h i biti o n o f C F U － G M i n c o r d b l o o d w a s m il d ， a n d C F C

－ M w a s

g e n e r at e d i n a g r e a t e r e x t e n t i n t h e r e si d u al I a
－

c ell fr a cti o n ． A ft e r p o si ti v e s el e cti o n b y a r o s e tt e

t e ch n i q u e ， t h e m aJ O r l ty O f C F C
－ G i n c o r d b l o o d a n d b o n e m a r r o w w as g e n e r a t e d i n t h e I a

＋
c ell

fr a c ti o n ． I n c o n t r a s t
，
t h e m aJ O r l ty O f C F C

－ M i n c o r d b l o o d w a s g e n e r a t ed i n t h e I a
－

c e11 fr a c ti o n ．

T h e p r e d o m
i n a n ce o f C F C

－ G i n t h e I a
＋
fr a cti o n i n c o n t r a st t o t h e p r e d o m i n a n c e of C F C

－ M i n th e

I a
－

fr a c ti o n w a s c o n n r m e d b y u s
l n g a C e11

－S O rtl n g t e C h n i q u e － T h e p o s si b ili ty
th a t a c c e s s o r y c e11s

m i g h t in fl u e n c e t h e C F C
－ G a n d C F C － M c ol o n y f b r m ati o n

w a s al s o t e st e d i n th i s st u d y ， T
－

1y m p h o c yt e d e pl et
i o n

，
r e C O n Stit u ti o n o f I a

＋
a n d I a

－

c ell s a t v a ri o u s r a ti o s
，
a n d a d di ti o n o f th e

c ult u r e s u pe r n a t a n tS O f I a
＋
a n d I a

－

c ell s
，
h o w e v e r

，
did n o t a 飴 c t th e d i 恥 r e n ti a ti o n o f C F C － G a n d

C F C － M ． T h e s e r e s u l ts s u g g e st th a t I a
－ d e p e n d e n t r e g u l a t o r y m e c h a n i s m s p a rti ci p a te i

n th e

di 飴r e n ti ati o n o f C F U － G M t o C F C － G a n d C F C － M ． F u r t h e r m o r e
，
S O m e d ifft r e n c e s i n th e

c h a r ac te ri sti c s o f I a
－ a n tl g e n

－ b e a r l n g C F U
－ G M w e r e d e m o n st r a te d b e t w e e n c o r d bl o o d a n d b o n e

m a r r o w c ell s ． T h e p r e ci s e p
h y si o l o gi c al r o l e s o f a l a r g e n u

m b e r of C F C － M i n c o r d b l o o d
，
W hi c h

a r e n eg ati v e f b
r I a －1i k e a n ti g e n ， r e m ai n t o b e el u ci d at e d ．


