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Fig . 1 1 . S u p p r e s si v e eff e c t of a n ti で-ki t a n tib o d y ,
S R-1 ,

O n

c oI o n y f o r m a ti o n f r o m c o rd b l o o d C D 3 4 p o sitiv e c ell s i n

th e F B S c ult u r e s y s t e m . D a ta w e r e s h o w n b y p e r c e n t of

th e c o n tr oIs wi th o u t S R-1 . E a
.

c h b a r r e p r e s e n t s th e

m e q n ±S E M ･ * p < 0 ･00 1
, ★ p < 0 ･0 5 a s c o m p a r e d t o

c ol o n y f o r m a t o n w ith o u t S R-1 . ☆ p < 0 .0 1 a s c o m p a r e d t o

d a y O c ol o n y f o r m a ti o n . 申 ,
C F U- E ; 唱 ,

B F U- E ; EZl ,

C F U - G M -d 7 : □ ,
C F U - G M - d i 4 .

膠 ,
C F U -E ; [ユ B F U - E ; 既 ,

C F U - G M -d 7

田, C F U - G M ･d 1 4 .
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臍帯血幹細胞移植に 対 して 十分な量 の 造血 幹細胞を供給す る 目的に て
ト 組換え 型 ヒ ト幹細胞因子 (r e c o m bi n a n t h u r n a n

st e m c ell f a c t ｡ ,
,
S C F) を 含む サ イ ト カ イ ン の 組み 合わ せ お よ び臍帯血 血 礫を 添加す る こ と に よ る体外 で の 臍帯血 幹細胞の 増幅

能 に つ い て 検討 した . 非分商お よび 幹細胞 分画 を含む C D 3 4 陽性分画 ヒ ト臍帯血 細胞に S C F
･ 阻換 え塑 ヒ ト イ ン タ

ー

ロ イ キ

ン
ー 3 (, e ｡ ｡ m b i n a n t h u m a n i n t e rl e u k i n- 3

,
I L-3) , 阻換 え型 ヒ ト イ ン タ

ー

ロ イ キ ンー6 (r e c o m bi n a n t h u m a n i n t e rl e u k i n
-6 ･ I L -6) を

種 々 の 組み 合わ せ で 液体培養 に 添加 した ･ サ イ トカ イ ン を 含む培養液 は 6 日 如 こ半畳ず つ 交換 した ･ 培養液交換時に 取り 出し

た 細胞 を コ ロ ニ ー 形成法 に て 造血 前駆細 胞 を検 索 した . 顆 粒球 系/ マ ク ロ フ ァ
ー ジ系 コ ロ ニ

ー

形成細 胞 (c ol o n y f o r mi n g

｡ nit -

g r a n ul o c y t e/ m a c r o p h a g e
,
C F U- G M ) は , 鼠換 え塾 ヒ ト頼粒球 コ ロ ニ ー 形 成刺激 困子 (r e c o m b i n a n t h u m a n g r a n u l o c yt e

s ti m u la ti n g f a c t o r G - C S F) を 含む0 . 8 % メ チ ル セ ル ロ ー

ス に よ る半固形培地に て算定 した ･ 赤芽球系前駆細胞の 赤芽球バ ー

ス

ト形成細胞 (b u r s t f o r mi n g u n it - e r yth r oid
,
B F U- E) と赤芽球 コ ロ ニ

ー 形成細胞 ( c ol o n y f o r m i n g u n itT e r y th r oid
,
C F U- E) ほ

･
同

培地に 組換 え型 ヒ ト エ リ ス ロ ボ イ エ チ ソ (r e c o m bi n a n t h u m a n e r yth r o p oi e ti n
,
E P O) を 加 え て 算定 した ･ C F U- G M , B F U- E

I

c F U _ E に よ る コ ロ ニ ー

は S C F + II : 3 + I L-6 の 組 み 合 わ せ て 添 加 さ れた と き最も 多く形成 され た . C D 3 4 陽性 細胞分 画を

s c F + I L ,3 + I L-6 の 阻み合わ せ で 液体培養 した と き総細胞数は 増え続 けた が
,
C F U - G M は培養18 日 で15 ･ 6 土3 ･ 3 倍 (平均 値 ±

標準誤差) に 増幅 され ピ ー ク に達 した . ま た B F U - E や C F U - E も培養 6 日 目 でそ れ ぞれ5 ･ 5 土1 ･ 6倍 ･
3 ･ 5 土0 ･ 9 倍 で ピ ー ク に達

した . C D 3 4 陽性細胞の 自己複製能 力は培養 6 日 目 で5 . 2 ±0 . 9 倍と ピ ー

ク に達 した ･ しか しな が ら今回 の 実験条件に お け る造

血幹細胞 の 体外増幅ほ臍帯血 幹細胞移植に 十分なも の とは い え なか っ た . 今回 の 実験条件 で は 組換 え 塑 ヒ トイ ン タ
ー フ ェ ロ

ソ
ー

r , (r e c o m b i n a n t h u m a n i n t e rf e r o n-r ,
I F N l ) や敵換 え型 ヒ ト額粒 球/ マ ク ロ フ ァ

ー ジ 形成刺激 因 子 (r e c o m bi n a n t h u m a n

g , a n ｡l o c y t e/ m a c r o p h a g e c ol o n y s ti m ul a ti n g f a c t o r
, G M - C S F) の 添加は 体外細胞増幅に 関 して有効で は な か っ た ･ さら に 今回

の 実験 に お い て は培養液に 自己,
お よ び同種の 臍帯血血 嫌を 添加す る こ と に よ る細胞増 幅の 効果を み た ･ 非働化ウ シ 胎児血清

(f e t al b o vi n e s e r u m
,
F B S) 培 養 系に 比 べ 臍帯 血 血 凍 培養 系ほ C D 3 4 陽性細胞 の 増 幅に は 有 効 で ほ な か っ た が

･
B F U - E ･

C F U- E とも に 有意に 多 く形成 した . 次に 臍帯血造血 幹細胞お よ び臍 帯血 血 祭中の 成 長因子 の 特徴 に つ い て
,

S C F の レ セ プ

タ ー で ある ｡-ki t
,

そ の 他 G M-C S F , E P O に 対す るモ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体を 使い 検討 した ･ 抗 c 励 抗体に よ り C F U-G M に 比

べ B F U- E や C F U- E は よ り強く抑制 され た . こ れ は B F U - E/ C F U- E と C F U- G M で の C-kit 発現状態の 違い
, 造血 前駆細胞

間で の S C F の 感受性 の 違い を 示唆す るもの で あ っ た ･ こ れ らの 研究よ り S C F + I L-3 + IL-6 の 組み 合わ せ に よ る培養に よ り臍

帯血 中の 造血 幹細胞お よ び造血 前駆細胞の か な り の 量の 体外増 幅は 可能 であ る こ と が示 唆さ れ たが , 臍帯血 幹細胞移植に 対 し

て は十分な 量と は い えず ,
さ ら な る研究が 必 要で ある .

K e y w o r d s st e m c e 11 f a ct o r (S C F) ,
C

- kit
,

C O r d p l a s m a
,
C O r d blo o d st e m c ell t r a n s pl a n t atio n

ヒ トの 造血 糸全体 の 細胞の タ ー ン オ ー バ ー ほ 1 0
12

個/ 日 に お

よ ぶが
, そ れ らほす べ て骨髄中の 造血 幹細胞と 呼ばれ る比較的

少数 の 細胞亜 集団が 稚持 して い る . 即ち , 造血 幹細胞は
,

1 個

の 細胞か ら , 赤血 球 , 顆粒球
,

血 小板 ,
リ ン パ 球な どの 成熟血

液細胞 を造 りだす能力 (多分化能 ,
m u ltip o t e n ti ality) を 有す る

と同時に
, 自己 複製能 (s elf- r e n e W al c a p a city) を 持 つ 細胞 と し

て 定義さ れ る
l)

. 形態学的 に は 造血 幹細胞 の 同定は 困難 で あ っ

た が
,
T i11 ら

2)
に よ る マ ウ ス 脾 コ ロ ニ ー 形成 法に よ り造 血 幹細

胞 の 定量的算定 の
一 方法がみ い だ され , そ の 後軟寒 天や メ チ ル

セ ル ロ
ー

ス 等 の 半流動培地 で コ ロ ニ ー を形成 さ せ
,
生体外実験

で造血 幹細胞 を 定量する 生体外 コ ロ ニ ー 形成法3)4)
な ど が 確立

し
, 造血 幹細 胞の 定量的研究が 進歩 した . そ の 結果

,
幹細胞 の

自己複製 , 増殖 よ 分化に は液性因子と して外 界か ら造血 幹細胞

に 作 用す る各種の サ イ ト カイ ン が 関与す る こ と が 明らか に な っ

平成 5 年1 2月1 6 日 受付 ,
平成 6 年 2 月 3 日受理

A b b r e vi atio n s : B F U - E
,
b u r st f o r m i n g u ni トe r y t h r oid ; C F U - E

,
C Ol o n y f o r m i n g u nit - e ry t h r oid ; C F U - G E M M

,

c ol｡ n y f ｡ r m in g u nit -

g r a n ul o c y t e/ e r y t h r o c y t e/ m a c r o p h a g e/ m e g ak ar y o c y t e ; C F U - G M
･

C Ol o n y f or m in g

mi t -

g r a n ｡ 1｡ C y t e/ m a c r o p h a g e ; C F U - M ix
,

C Qlo n y ,f q r m in g u ni トm i x ; E P O ,
r e C O m bi n a rtt Ih u m a n er y t h r o p oie t in ;
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て きた ･ 特に 造 血 の 初期 段階 に ほ イ ン タ ー ロ イ キ ンー3 , イ ン

タ
ー

ロ イ キ ン ー 6
, そ して幹細胞因子が 重要 と考え られ る

5 川

. 幹

細胞因子は マ ウ ス お よ び ヒ トの 造血 幹細胞 に 発現す る チ ロ ジ ン

キ ナ ー ゼ 型受容体 で ある c
一 拍 受容体の リ ガ ソ ドと して 同定 ,

ク ロ ー ニ ン グ され た も の で
9 ト 12)

, 現在 の と こ ろ 最 も未熟 な 細 胞

に 働く サ イ ト カイ ン とみ られ て い る
8)

. 多分化 能 を 持 つ 造 血 幹

細胞 の 性状も次第 に 解 明 され
,
成 熟分化抗原を 全く発現 せ ず

,

C D 3 4
13)

や c-ki t
14)

抗原 を発現 して い る こ と が知 られ た . 本研究 で

は , C D 3 4 陽性 の 純化 した造血 幹細胞の 分化 ･ 増殖 に 与 え る 幹

細胞 因子や そ の 他各種 の サ イ トカ イ ン の 相互 作用を 研究する .

→ 方臨床面 で ほ
. 今 日

, 造 血器系悪性腫瘍や 遺伝性酵素欠損

に よ る先天 性代謝異常症が
, 骨髄移植 に よ っ て

, 正 常 の 造血 幹

細胞 を移植する こ と に よ っ て 治療 され 効果を あげて い る . 骨髄

と 同様 に 臍帯血 は 血 液幹細胞 の 豊富 な供給源で ある こ と ほ以前

よ り い わ れ て お り
15 ト 21 )

, 事実臍帯血 中に ほ 1 .3 % 前後 と骨 髄 と

ほぼ 同程度の 造血 幹細胞が 算定 され て い る
22)

. 1 9 8 9 年 G lu c k -

m a n ら
2ユ)

に よ り フ
ア

ン コ ニ 貧血 の 男児 に対 して 初め て臍帯 血幹

細胞移植が 行な われ て 以来 , 現在の と こ ろ白血 病 , 神経芽細胞

種 , 重症再生不 良性貧血
,
W i s k o tt- A ld r c h 症候群な ど計15 例 に

移植が 施行され た
24 ト 26)

. 臍帯血 幹細胞移植の 利点 と して 1 ) 捷

供老に 苦痛 を与 えな い
, 2 ) ウイ ル ス 感染 の 危険性が 少な い

,

3 ) 移植片対宿主疾患 ( g r aft -

V e r S u S
- h o s トd is e a s e

,
G V H D) が 少

な い
,

4 ) 骨髄 よ りも未熟な 細胞が 多い
,

な どが あげ られ る .

一 方不 利な点 と して
,

1 ) 取 りうる細胞数が 限 られ て る
,

2 )

母 親の T 細胞 の 混入
,

3 ) 採取の 際の 細菌 の 混入 , 4 ) 移植片

対白血 病細胞効果 ( g r a f t- V e r S u S
-l e u k e m i a- eff e c t

,
G V L ) が 少な

い
, な どが あげ られ る . 特に こ の 中で最も問題に な る の が 採取

量不足 で ある . 本研究 で ほ こ の 問題 を解決する た め
, 臍帯 血 を

使い 幹細胞 因子 に 他 の サ イ ト カ イ ン を観み 合わ せ た 生体外培 養

系に お い て造血 幹細胞を 自己 複製 , 増幅 しうるか
,

ま た臍帯血

幹細胞 と骨髄お よび 末梢血 中の 幹細胞 との 分化増殖能 の 比較 ,

さ らに 培養液 と して 臍帯血 血 祭を使用 した と きの 効果 など臍帯

血 幹細胞移植の 可 能性 に つ い て 基礎的検討を加 え た の で報告す

る .

対象お よび方法

Ⅰ . 臍帯血 中非付着 単核細胞 の分離

臍帯血 ほ 石川県立 中央病院 で分娩 した 新生児 (妊娠 , 分 娩経

過 に 異常を認 め なか っ た児) よ り , 末梢血 ほ 白血 病寛解 中庸 児

よ り , 骨髄液 ほ 白血 病寛解 中の 児 , 骨髄転移 の な い 固形腫瘍 の

児 お よび 骨髄移植供血 者 よ り ヘ パ リ ン 加採取 し
,

フ ィ
コ ー ル ー

ハ イ パ ー ク (F i c oll- H y p a q u e) 比 重 遠 心 法 に て 単 核 細 胞

( m o n o n u cl e a r c e11s
.
M N C) を分 離 した , 得 られ た 単核 細胞 を

5 % 非働化 ウ シ 胎児血 清 (f e t al b o v i n e s e r u m , F B S) ( N i p r o
, 大

阪) , 2 5 m M H E P E S
,
0 ･3 m g/ m l L - グ ル タ ミ ソ

, 2 0 0 U/ m l ペ ニ シ

リ ン な ら び に 1 0 〟g/ m l ゲ ソ タ マ イ シ ソ を 含む R P M I 1 6 4 0 培養

液 ( Gib c o L a b o r a t o ri e s
,
G r a n dI sl a n d

,
N Y

,
U S A ) に 浮遊 して プ

ラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ N o ･3 3 7 5 ( C o s t a r C a m b rid g e
,
M A

,
U S A ) に

て37 ℃
,
30 分 間培養 し, 臍帯血 中非付着単核細胞( n o n a d h e r e n t

C ell s , N A C) を採取 した . 細胞 の 洗浄に は0 .1 M リ ン 酸緩衝塩化

F B S
,
f e t al b o v in e s e r u m ; G - C S F

,
r e C O m bi n a n t h u m a n

西

ナ ト リ ウ ム 液 (p H 7 ･4) (p h o s p h a t e- b uff e r e d s ali n e
,
P B S) を使用

した .

Ⅰ . C D 3 4 陽性細胞の 分画

N A C を 2 - ア ミ ノ エ チ ル 臭化イ ソ チ オ ウ ロ ニ ウ ム( a m i n o e th y-
1-i s o th i o u r o ni u m b r o m id e) (S ig m a C h e m ic al

,
S t ･ L o ui s

, M O
,

U S A ) 処理 羊赤 血 球を用 い た ロ ゼ ッ ト形成 と フ
ィ

コ ー ル ー ハ イ

パ ー ク 比重遠心 法 に て
,
E - ロ ゼ ッ ト形成細胞( E + 細胞) と E- ロ

ゼ
ッ ト非形成細胞(E - 細胞) と に 分画 した .

E - 細胞 を P B S に

再浮 遊 し
, 次 に ダ イ ズ ア グ ル チ ニ ン ( s o y b e a n a g gI u ti ni ｡

,

S B A
2T)

) 陽性細 胞 分離 培 養 フ ラ ス コ ( Al S M i c r o C E L L e c t ｡ r

T M
T -1 2 5 C e ll C ult u r e F l a s k N o ･91 0 0 , A p pli e d I m m u n e

S ci e n c e s
, M e nl o P a r k

,
C A

,
U S A ) に 移 して室 温1 時間静置 し,

非 付 着細 胞 (S B A
一

紙 胸) を 回 収 し た .
こ の S B A q 細 胞

(2 ×10
7

/ m l) 5 0 pl に フ ィ コ エ リ ス リ ン ( p h y c o e r y th ri n , P E) 標識

抗 C D3 4 抗体 ( A n ti - H P C Aq 2
,
B e c t o n Di c k i n s o n lm m u n o c yt

-

O m e tr y S y s t e m s
,
S a n J o s e

,
C A , U S A ) 5 pl を 加え 4 ℃

, 2 0 分静

置
,
P B S で 洗浄 後 ,

E P I C S- E L I T E ( C o ult e r E l e c tr o ni c s I n c ,
,

H i ale a h
,
F L , U S A ) を用 い て C D 3 4 陽性細胞を ソ ー テ ィ ン グ し

た .

Ⅲ . サ イ トカ イ ン

艇み 換 え型 ヒ ト顆粒球 コ ロ ニ ー 形 成刺激 因 子 (r e c o m bi n a n t

h u m a n g r a n ul o c y te c ol o n y s ti m u l a ti n g f a c t o r
,
G - C S F) は 中 外

製 薬 (東 京) よ り
, 観 み 換 え 型 ヒ ト額粒球/ マ ク ロ フ ァ

ー ジ コ

ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 (r e c o m bi n a n t h u m a n g r a n u lo c yt e/
m a c r o p h a g e c ol o n y s ti m ul a ti n g f a c t o r

, G M - C S F) ほ住友製薬

(大阪) よ り , 組 み換 え型 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 3 (r e c o m b i n-

a n t h u m a n i n t e rl e u ki n 3 , I L - 3
, 比括性 1 0

8
U/ m g) , 組み 換え 塾

ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 (r e c o m bi n a n t h u m a n i n t e rl e u ki n 6 ,

II ; 6
,

比活性 1 0
7
U/ m g 以上)

,
組 み 換 え 型 ヒ ト 幹 細 胞 困 子

(r e c o m b i n a n t h u m a n st e m c ell f a c t o r , S C F) ,
お よび 組み 換え

塾 ヒ ト エ リ ス ポ イ ェ チ ソ (r e c o m bi n a n t h u m a n e r yth r o p oi e ti n
,

E P O) ほ キ リ ン ビ ー ル (東 京) よ り ∴阻み 換 え 型 ヒ ト イ ン タ ー

フ ェ ロ ソーr (r e c o m bi n a n t h u m a n i n t e rf e r o n- T ,
I F N- r) は 塩野義

製薬 (大 阪) よ り そ れ ぞれ 供 与 さ れ た . な お 予備 実験 と し て

N A C を使 い 種 々 の サ イ ト カ イ ン 濃 度で液体培養 ,
コ ロ ニ ー 形

成を 行ない 以下 の ご とく に 各 サ イ ト カ イ ン の 至 適濃度を 決定 し

た ･ G- C S F 2 0 n g/ m l ( コ ロ ニ ー 形成 の み に 使用) ,
E P O 3 U/ m l

( コ ロ ニ ー 形成の み に 使用) ,
G M -C S F l O n g/ m l (液体培養の み

使用) ,
I F N- T l O O U/ m l (液体培養の み に 使 用),

Ⅰし3
, Ⅰし6 , S C F

ほ 液体培養 に ほ 10 n g/ m l
,

コ ロ ニ ー 形成 に ほ 20 n g/ m l と した .

Ⅳ . 杭サ イ トカイ ン抗体お よび 抗 c
一 点托 抗体

ウ サ ギ抗 E P O 抗血 清 (1 0 n g/ m l E P O を 20 p g/ m l で完全 中

和) は キ リ ン ビ ー ル よ り ,
ウ サ ギ抗 G M -C S F 抗血 清(80 0 倍希釈

で G M - C S F l O n g/ m l を 完全 中和) ほ 住友 製薬 よ り
, 抗 c

- kit 抗

体 (S R -1
,
1

,
1 0 0

,
0 0 0 倍 希釈 で S C F l O n m o V l を90 % 以上 中

和)
28)

は
,

Ⅴ ･ C ･ B r o u d y 博 士 ( U n i v e r sit y of W a s hi n g t o n
,

S e a ttl e
,
W a s hi n g t o n) よ りそ れ ぞれ供与 され た .

Ⅴ . ヒ ト臍帯血 血紫

石川県立中央病院 で 採取 した ヘ パ リ ン 加臍帯血 を 単核細胞分

離前に 450 g ,
5 分間で 遠 心 し 上 清 を 採取 し

,
0 .45 〟 m フ

ィ
ル

g r a n ul o c y t e c ol o n y sti m u l at in g f a c t o r ; G M - C S F ,

r e c o m bi n a n t･
lh u m a

.
p'

1

g r a n ul o c y t e/ m a c r o p h a g e c olo n y s ti m ul a ti n g f a c t o r ; G V H D
, g r af トV e r S u S - h o st - dis e a s e ;

G V L
, g r aft - V e r S u Si 印k e m i a

-

eff e ct ; I F N l ,
r e C O m bin a n t h u m a n in t e rf e r o n

-

T ; I G F
,
in s u li n-1ik e g r o w t h f a c t o r ;



臍帯血 造血 幹細胞の 体外増 幅に 関する 研究 383

ク ー ( マ イ レ ク ス H A
,
S L H A O 2 5 0 S

,
日 本 ミ リ ポ ア 工 業 , 山

形) を 2 回 通 した後非働化せ ずそ の ま ま使用 した .

Ⅵ . 液体培 養

10 % 非働化 F B S ま た は10 % ヒ ト臍 帯血 血 疑を 加え た R P M I

1 6 40 培養液に N A C
,
C D 3 4 陽性細胞 を そ れ ぞれ 10

6

/ r nl
,
3 ×1 0

4

/

m l の 濃度 で 浮達 した . こ れ に 種 々 の サ イ ト カ イ ン を 加え
,
2 4 穴

平底プ レ
ー ト (C o r n i n g G r a s s W o r k s , C o r n in g , N Y , U S A) に

1 m l ず つ 分注 し 5 % C O 2
,
3 7 ℃ ∴湿度100 % で 液体培養を 開始 し

た . 3 日 ま た は 6 日毎に 細胞浮遊液を 半量取 り除き新た に 培養

液お よ び サ イ ト カ イ ン を 半量ず つ 追加 した . 取 り除い た 細胞浮

遊液を 使用 して総細胞数お よ び C D 3 4 陽性細胞数を算定 し
,

コ

ロ ニ ー 形成を行 な っ た . な お 培養液 に F B S を 使用 したも の を

F B S 液体培養系 , 臍帯血血 紫を 使用 した も の を 臍 帝血 血 凍 液

体培養系 と した .

Ⅶ . 総細胞数お よび C D 3 4 陽性細胞数の 算定

経時的に 液体培養 中よ り取 り出 した 細胞 を0 . 1 6 % ト リバ ン プ

ル ー (tr y p a n b l u e) (和光純薬工 業 , 大阪) を 含む P B S で 染 色

し
, 総生 細胞 数を 算 定 し た . C D 3 4 陽性 細胞 ほ

,
P E 標識 抗

C D3 4 抗体に よ る免疫蛍光染色で 細胞数 を算定 した . 染色 は 4

℃
,
2 0 分間 で

,
その 後 3 % 非働化 F B S お よび0 . 1 % ア ジ化ナ ト

リ ウ ム を 含 む P B S で 洗浄 し フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー C yt o r o n

A b s ol u t e ( オ ー ソ ･ ダイ ア ス テ ィ ッ ク ･ シ ス テ ム
, 東京) で解析

した .

Ⅶ . コ ロ ニ ー 形 成

経時 的に 液 体培 養中 よ り取 り 出 した 細胞 を Is c o v e ら の 方

s
し

苫
E
コ

U

ぎ
〇
一

〇

〇

芯

U

O

焉
じ

要
d

∈
く

0 3 6 9 1 2 1 5

l n c u b a ti o n ti m e ( d a y s )

F i g . 1 . A m plifi c a ti o n of c ol o n y f o r m i n g u n it- g r a n ul o c y t e/

m a c r o p h a g e c o u n t e d af t e r i n c u b a ti o n f o r 1 4 d a y s (C F U-

G M- d 1 4) f r o m c o r d b l o o d n o n a d h e r e n t c ells ( N A C ) af t e r

i n c u b ati｡ n W ith c o m b i n a ti o n of I L-3 + I L-6 + S C F ･ N A C

w e r e i n c u b a t e d i n a liq uid c ult u r e m e d i u m c o n t ain l n g l O %

F B S a n d c y t o ki n e s ･ A f t e r i n c u b a tio n f o r 3 t o 1 5 d a y s
,

c e u s w e r e h a r v e st e d a n d p r e p a r e d f o r th e a s s a y of

C F U- G M - d 1 4 c ol o ni e s a s d e c rib e d i n

"

M a t e ri als a n d

M e th ｡ d s
"

. D a t a w e r e sh o w n b y th e a m plifi c a ti o n r a ti o of

th e c ol o n y n u m b e r s a s c o m p a r e d t o th e c ol o n y n u m b e r of

d a y O . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s th e m e a n ±S E M ･

*
p < 0 ･0 5

a s c m p a r e d t o n o n e o r si n gl e c y t o ki n e ･

… □ …

,
n O n e ;

-

◎
～

,
S C F ;

- ○ -

,
I L -3 ;

"

- ◎--一,
I L-6 ;

一

困
-

,
I L-3 + S C F ;

一

口
ー

,
I L-6 + S C F ;

… 圏 … - ･

I L-3 + Ⅰし6 ;
- △ -

,
I L - 3 + I L-6 + S C F ･

法
2g)

を
一

部改変 し
30)

, 1 0
3

～ 1 0
5

個の 細胞 を0 . 8 % メ チ ル セ ル ロ
ー

ス ( m e th yl c ell ul o s e) (F is h e r S ci e n tifi c
,
F air L a w n

,
N J ,

U S A) ,

3 0 % F 王∋S
, ま た ほ30 % ヒ ト臍帯血 血祭 , 1 % 脱イ オ ン 化牛胎児

ア ル ブ ミ ン ( b o vi n e s e r u m alb u m i n
,
B S A )(S i g m a) , 各種サ イ ト

カ イ ン (S C F + I L- 3 + Ⅰし6 + G - C S F + E P O) を 含むイ ス コ フ に よ

る 改 良型 ダ ル ベ
ッ コ 培 養 液 (I s c o v e

'

s m o difi e d D u lb e c c o
'

s

m ed i u rn , I M D M ) (Si g m a) に 加え 1 m l と し
, 2 4 穴平底 プ レ ー

ト

に 0 .2 5 m l ず つ 分注 した . な お F B S を使用 したもの を F B S コ

ロ ニ ー 形成系 , 臍帯血 血 柴 を 使用 した も の を 臍 帯血 血 衆 コ ロ

ニ ー 形成系 と した .
コ ロ ニ ー 形成 の た め の 培養は 3 穴培養で

,

5 % C O 2
,
3 7 ℃

t
湿度100 % で 行な い

, 培養 7 日 目 と14 日目に そ

れ ぞれ 倒立 顕微鏡 で
, 4 0 個以上 の 細胞 よ りな る 集団を コ ロ ニ ー

と し
,

7 日 目,
1 4 日 日 に 顆粒球系 ,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ糸の 細胞集

団を形成する 前駆細胞をそ れ ぞれ 顆粒球糸/ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ系

コ ロ ニ
ー

形成細胞 ( c ol o n y f o r mi n g u niトg r a n u l o c yt e/ m a c r o p h
-

a g e
, C F U- G M

- d 7
,
C F U - G M -d 1 4) と した . 7 日 目に血 色素を保

持する細胞集団を形成する前駆細胞 を赤芽球 コ ロ ニ ー 形成細胞

( c ol o n y f o r m i n g u nit- e r y th r oid
,
C F U - E ) ,

1 4 日 目に C F U - E よ り

大きい か
一 花火が は じけた よう に 広が る細胞集団を形成す る前

駆細胞を赤芽球バ M ス ト形成細胞 (b u r s t f o r mi n g u n it -

e r y th r oiT

d
,
B F U - E ) と した . ま た14 日 目 に 赤芽球系の 細胞 に 加え, 同時

に 額粒球系
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ弟お よび その 他 の 系の 細胞を 含む

細鞄集団を形成する
,

よ り未熟な 前駆細胞 を混合 コ ロ ニ ー 形成

細胞 ( c ol o n y f o r mi n g u nit- m i x
,
C F Ur M i x) と した . な お各 コ ロ

ニ ー の 細胞形態ほ
,

マ イ ク ロ ピ ペ
ッ ト で コ ロ ニ

ー

を つ り上 げ,

メ イ ･ グリ ェ ン ワル ド ･ ギ ム ザ ( M a
,y

- G r u n w al d- G i e m s a) 重染

色で 確認 した . な お実験 の ロ
ッ ト毎の コ ロ ニ ー 数の ば らつ きが

大きい た め
, 結果は液体培養 0 日 目 の 値( コ ン ト ロ ー ル) で 険し

た 増幅度 で 表示 した .

Ⅸ . 統計学的検定法

得 られ た成績は
l 平均値 士標準誤差 で 示 した . 平均値の 差の

S

し

¢
q

E
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U
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g
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;
d

U
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U
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U
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一

1

01

1 2 2 4 3 6 ｣1 8 6 0

1 n c u b a li o n ti m e ( d a y s)

F i g . 2 , A m plifi c a tio n of t o t al c e ll n u m b e r s of c o r d blo o d C D

3 4 p o siti v e c ell s aft e r in c u b ati o n wi th c y t o ki n e s . D a t a

W e r e S h o w n b y th e a m plifi c a ti o n r a ti o of th e n u m b e r s a s

c o r n p a r e d t o th e c ell n u m b e r of d a y O . E a c h p oi n t o n th e

I し3 + Ⅰし6 + S C F c u r v e r e p r e s e n ts th e m e a n ±S E M . 艶 ,

I L-3 + S C F ; ○ , I L -6 + S C F ; ⊂],
I L-3 + Ⅰし6 ; ◎ ,

II : 3 + I L - 6

+ S C F ,

I し3
,

r e C O m bi n a n t h u m a n i n t e rl e u ki n - 3 ; Ⅰし6
,

r e C O m bin a nt h u m a n i n t e rle u ki n - 6 ; I M D M
･
I s c o v e

'

s m o difi e d

D ulb e c c o
,

s m edi u m ; M N C
,

m O n O n u Cle a r c ells ; N A C
,

n O n a d h e r e n t c ells ; P B S
, p h o s p h at e - b uff e r ed s ali n e ;

､P E;

p h y c o e r y t h ri n ; S B A ,
S O y b e a n a g gl u ti nin ; S C F

,
r e C O m bi n a nt h u m a n s t e m c ell f a ct o r
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検定 に は
,
S t u d e n t

'

s ト検定を 用 い
, P < 0 .0 5 を有意 と した .

成 績

Ⅰ . ヒ ト臍帯血 N A C に対す る I L - 3
, l L - 6

,

■

S C F の 影響(図

1 )

ヒ ト臍帯血 N A C の F B S 液体培養系 に
, 至適 濃度 の IL-3

,

I L 6
,
S C F を 単独ま た は種 々 の 組み 合わせ で添加 し

,
こ れ ら サ

イ ト カ イ ン の C F U q G M - d1 4 コ ロ ニ ー 形成 に 与え る影響を み た .

結 果 は 液 体培 養 開 始 時 (d a y O) の N A C l O
5

個 当 た り の

C F U - G M - d 1 4 数 に 換算 し
,

0 日 目の C F U -

G M -d 1 4 数 で 除 して

増幅度で 示 した . 図1 に 示 す ごとくIL-3 + I L -6 + S C F の 組み 合

わ せ に よる液体培養15 日 日の C F U- G M - d 1 4 は
,
2 1 . 9 土8 . 3 倍

(平 均値 土 標 準 誤差) で あ り
,
I L-3 + I L-6 の 4 . 4 ±3 . 7 倍 ,

Ⅰし3 + S C F の6 . 7 土3 . 3 倍 ,
I L - 6 + S C F の8 .8 士8 . 2 倍 とほ 有意差

は なか っ た が
一

番多か っ た . ま たⅠし3 + I L -6 + S C F に よ る培養

系 は ,
I L- 3

,
I L -6

.
S C F そ れ ぞれ 単独 の もの お よ び無添加 の 場合

と比 べ ると , 培養12 日 目以降で は有意 に C F U - G M - d 1 4 を 多く

形成 した (p < 0 .0 5) .

Ⅰ . 臍帯血 C D 3 4 陽性細胞 の増幅 (図2 , 3 , 5 )

次 に 細胞 ソ ー テ ィ ン グで え られ た ヒ ト臍帯血 C D 3 4 陽性細胞

分画 を使い サ イ ト カ イ ン の 影響を検討 した . 図2 に 示 す ご とく

Ⅰし3 +Ⅰし6 十S C F の 3 者を 同時に 添加 した F B S 液体培養系で

は ヒ ト臍帯血 C D 3 4 陽性細胞分画の 総細胞数 ほ増 え続け
, 培養

54 日 目に ほ
,
培養開始時 の2

,
05 0 士83 0 倍 (最商3

,
0 7 0 倍) に まで

増幅 され , ま た I L-3 + I L-6 ,
II ; 3 + S C F

,
Ⅰし6 + S C F 添加群 と比

べ て もそ の 増 幅度 は大きか っ た . さ ら に
,
I L - 3 +Ⅰし6 + S C F の

組 み合わ せ に IF N -

T ま た ほ
,

G M - C S F を 添加 しても総細胞 数

は
l 非添加群 と有意差ほ な か っ た ( 図3) . 培養後 の 総和胸 の 大

部分 は光顕的に ある程度分化成熟 した 細胞群とみ られ た . 造血

幹細胞 の 自己 複製 を示 唆す る C D 3 4 陽性細胞数 に 関 して は , 図
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T n c u b a ti o n tl m e ( d a y s)

F i g ･ 3 . T h e eff e c t of G M - C S F o r I F N-T O n th e a m plifi c a ti o n

Of c o r d b l o o d C D 3 4 p o siti v e c e11s af t e r i n c u b a ti o n w ith

I L- 3 + I L 6 + S C F i n a li q uid c ult u r e . A m plifi c a ti o n of t o t al

a n d C D 3 4 p o siti v e c ell n u m b e r s w e r e m e a s u r e d af t e r

i n c u b ati o n wi t h c yt o k i n e s f o r 6 t o 5 4 d a y s . D a t a w e r e

S h o w n b y th e a m plifi c a ti o n r a ti o o王 th e c e11 n u m b e r s a s

C O m p a r e d t o th e c ell n u m b e r o f d a y O . E a c h p oi n t

r e p r e s e n t s th e rn e a n 士S E M . ⑳ ,
tO t al c ell c o u n ts f o r

I L - 3 + I L- 6 + S C F ; A
,

t O t al c ell c o u n t s f o r I し3 + I L -6 +

S C F + G M - C S F ; 因 , t Ot al c ell c o u n ts f o r I し3 + I L - 6 + S C F

+ I F N -

T ; ○ ,
C D 3 4 p o siti v e c ell c o u n t s f o r I し3 + I L - 6 +

S C F ; △ ,
C D 3 4 p o siti v e c e11 c o u n t s f o r IL- 3 + Ⅰし6 + S C F 十

G M - C S F ; □ ,
C D 3 4 p o siti v e c e11 c o u n t s f o r I し3 + I し6 +

S C F + I F N で .

酉

3 , 園5 に 示 す ごと く培 養 0 日 目か ら培養 6 日冒に か け て は有

意差 ( p < 0 .0 0 1) を も っ て上 昇 し
, 培養1 2 日 目 に は5 . 2 ±0 . 9 倍

(最高1 6 . 0 倍) ま で増幅 され た が そ れ 以 降は漸減 して い っ た . ま

た
,

C D 3 4 陽性細胞数に 関 して も IF N- T また ほ G M - C S F 添加

群 は
▲ 非添加群と 有意差 ほ なか っ た . よ っ て 以後の 実験 で ほ液

体培養時添加する サ イ ト カ イ ン ほ II : 3 + I L-6 + S C F の 3 者 の

組 み合わ せ と した .

Ⅲ . ヒ ト臍帯血
, 骨髄および 末梢血 C D 3 4 陽性細胞の 細胞増

幅の 比較 (図 4 , 5 )

固 4 ほ ヒ ト 臍帯 血 , 骨 髄 お よ び 末梢 血 C D 3 4 陽性 細 胞 を

F B S 液体培養系 で I L -3 + I L 6 + S C F を 添加 して液体培養 した

後 の 総細胞数を 示す . 骨髄 は培 養6 日 目よ り臍帯血 に 比 べ 有意

に 総細胞数は 少 な く (培 養 6 日 目 で p
= 0 .0 0 1

, 培養1 2 日 目 で

p < 0 .0 1
, 培養18 お よ び24 日 目 で p < 0 .0 5) , 培養1 8 日 目の ピ ー ク

でも培養開始時の 28 . 4 ±1 2 .4 倍 (最 高53 . 3 倍) に 留 ま り 以後減
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Fi g . 4 . C o m p a ri s o n of t o t al c ell n u m b e r s aft e r i n c u b ati o n

wi th I L
-

3 + I L 6 + S C F a m o n g c o r d bl o o d
,
b o n e m a r r o w a n d

p e ri p h e r al b l o o d C D 3 4 p o siti v e c ell s . D at a w e r e sh o w n b y

th e a m plifi c a ti o n r a ti o of th e c e ll n u m b e r s a s c o m p ar e d t o

th e c e = n u m b e r of d a y O . E a c h p oi n t r e p r e s e n ts th e

m e a n ±S E M . ☆ p
= 0 .0 0 1

,
★ p < 0 .0 1 , ※ p < 0 .0 5 a s

c o r n p a r e d t o c o r d bl o o d . ⑳ , C O r d b lo o d ; 鱒 , b o n e m ar r o w ;

▲ , p e rip h e r al b lo o d .
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F ig . 5 . A m plifi c a ti o n of C D 3 4 p o siti v e c eIl n u m b e r s of c o r d

bl o o d
,
b o n e m a r r o w a n d p e rip h e r al b l o o d C D 3 4 p o siti v e

C e11 s af t e r i n c u b a ti o n w ith I L-3 + I L - 6 + S C F . D a t a w e r e

S h o w n b y th e a m plifi c a ti o n r a ti o of th e c ell n u m b e r s a s

C O m p a r e d t o th e c ell n u m b e r of d a y O . E a c h p oi n t

r e p r e ! e n tS th e m e a n ±S E M . ☆ p < 0 .0 5 a s c o m p a r e d to

b o n e m a.r r o w . ★ p ≦0 .0 01 a s c o m p a
.
r e d t o d a y O . ◎,

C O r d

bl o o d ; 圏 ,
b o n e m a r r o w ; A

, P e ri p h e r al b l o o d .
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少 した . 末梢 血 C D 3 4 陽性細胞ほ36 日 目 まで 培養 した か ぎ りに

おい て総細胞数は 臍帯血 と有意差な く , 培養36 日 目 で培養開始

時の1
,
1 0 0 ±17 9 倍 (最高1

1
28 0 倍) と な っ た ･

次に 液体培養後の C D3 4 陽性細 胞数 の 変 化に つ い て で あ る

が
,
図 5 に 示 すご とく骨髄は 培養後 よ り減少 し特に ピ ー クを 作

らなか っ た .

一 方臍帯血 C D 3 4 陽性細 胞ほ培養開始時と 比べ 培

養 6 日 目 よ り培養2 4 日 目 に 有意に 増幅 され た ( p ≦0 ･0 0 1) ･ また

骨髄 と の 間に も培養 6 日 目 よ り培養18 日 目ま で 有意差を 認め た

(p < 0 .0 5) . 末梢血 に 関 して は症例数が 1 例 しか なく統計学的評

価ほ で きな か っ た が 臍帯血 と 同等 に 増幅 され るか ある い は臍帯

血 と骨髄の 中間を推移す るよ う に思わ れ た .

Ⅳ . コ ロ ニ
ー 形成能 ( 図6)

図6 に F B S 液体 培養系 に お い て 培養 した臍帯血 , 骨髄 ,
お

よ び末梢血 C D 3 4 陽性細胞 の F B S を 使用 した コ ロ ニ r 形成結

果を示 す . 結果は ヒ ト臍帯血 の 液体培養開始時(d a y O) の コ ロ

ニ ー 数を コ ン ト ロ
ー ル と した増幅度 で示 した . な お コ ロ ニ ー 培

養時の サ イ ト カ イ ン ほ 1
い ずれもⅠし3 + Ⅰし6 + S C F + G- C S F +
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I n c u b at] o n tl m e (d a y s)

F ig . 6 . A m plific ati o n of c ol o n y n u m b e r s of c o r d bl o o d
,
b o n e

m a r r o w
,

a n d p e rip h r al bl o o d C D 3 4 p o siti v e c e11s af t e r

i n c u b a tio n w it h I L- 3 +Ⅰし6 + S C F . A
,

C Ol o n y f o r mi n g

u nit- e r y th r oid ( C F U-E) ; B , b u r s t f o r m i n g u ni トe r yt h r oid

(B F U- E) ; C , C Ol o n y f o r m i n g u n it- g r a n ul o c y t e/ m a c r o p h a g e

c o u n t e d aft e r i n c u b a ti o n f o r 7 d a y s ( C F Ur G M- d 7) ; D
.

c ol o n y f o r m i n g u nit- g r a n u l o c yt e/ m a c r o p h a g e c o u n t e d a ft e r

i n c u b a ti o n f o r 1 4 d a y s ( C F u G M - d1 4) ; E
,

C Ol o n y f o r m in g

u n iト m i x ( C F U- M i x) . C elIs w e r e i n c u b a t e d i n a li q uid

c ult u r e m e d i u r n c o n t a in i n g l O % F B S w ith I L -3 + I L -6 + S-
C F . A f t e r i n c u b a ti o n f o r 6 t o 1 8 d a y s , C ell s w e r e

h a r v e s t e d a n d p r e p a r e d f o r a s s a y s o f c ol o ni e s a s d e s c rib e d

i n
"

M a te ri al s a n d M e th o d s
"

. D a t a w e r e s h o w n b y th e

a m plifi c a ti o n of th e c ol o n y n u m b e r s a s c o m p a r e d to th e

c ol o n y n u m b e r s of d a y O . T h e c o n t r ol (d a y O) c o lo n y

n u m b e r s of c o rd bl o o d w e r e a s f oll o w s : C F U - E
,
6

,
9 0 0 ±74 0

( m e a n ±S E M ) p e r l O
5

C D 3 4 p o siti v e c e11s ; B F UL E ,

1 0
,
4 7 0 ±1

,
25 0 ; C F U - G M- d 7

,
2 ,7 0 0 ±39 0 ; C F U

-

G M- d1 4
,

4
,
8 9 0 ±67 0 a n d C F U - M i x , 3 ,6 7 0 土73 0 . E a c h p oi n t r e p r e s e

-

n t s th e m e a n ±S E M . * p < 0 .0 5 a s c o m p a r e d t o b o n e

m a r r o w a n d/ o r p e ri p h e r aL bl o o d . ※ p < 0 .0 5 a s c o m p a r e d

t o d a y O . ☆ p < 0 .0 05 a s c o m p a r e d t o d a
,y

O . ◎,
C O rd

b l o od ; ○ ,
b o n e m a r r o w ; □ , p e ri p h e r a .1 b l o o d .

E P O の 組み合わ せ と した . 図6 に 示 す ごとく ヒ t 臍帯血 で ほ

赤芽球系 の C F U-E , B F u E は
, 培義 6 日 目 で 培養0 日 目と 比

較 して 有意差 を も っ て 増加 して お り , そ れ ぞれ C F U-E が

5 . 5 ±1 . 6倍 (最高17 . 9 倍) (p < 0 .0 5),
B F U- E が3 . 5 士0 . 9 倍(最高

10 . 3 倍) (p < 0 .0 5) と ピ ー ク に 達 し
, 以後漸 減 した . ま た 顆粒

球/ マ ク ロ フ ァ
ー ジ系の C F U, G M が有意差を も っ て 増加 した

の は培養 6 日 目 の み で あ っ た が(p < 0 .0 5) ,
そ の 後も緩や か に増

加 し
,

ピ ー ク ほ やや 遅れ て C F U-G M -d 7 は 培養12 日 目 に98 . 2 土

2 8 . 4 倍 (最高44 1 倍) と な り ,
C F u G M- d1 4 は 培養18 日 目

15 . 6 ±3 . 3 倍 (最高38 . 1 倍) とな っ た が
, や は りそ れ 以後は漸減

した . よ り未熟な 混合 コ ロ ニ → 形成細胞で ある CF U- M i x ほ ,

は っ き り した ピ ー ク は認め ず漸減 し培養18 日 目に お い て 培養0

日 日 と比較 して 有意 に 減少 を 認め た ( p < 0 .0 0 5) .

一 方 , 骨髄

C D3 4 陽性細胞ほ い ずれ の 系統の コ ロ ニ ー 数も培養途中に ピ ー

ク を持 たず漸減 した . 臍帯血 と 比較す ると まず液体培養開始時

S
し

芸
∈
コ

U

ニ

聖
じ

山

石

u

O

膏
U

≡

五
∈
く

n
V

(

U

n
)

0

0

(

U

(

U

《

U

Ol

0 1 2 2 4 3 6 4 8 6 0

l n c u b a ti o n ti m e ( d a y s)

F ig . 7 . A m plific ati o n of t ot a l c ell n u m b e r s of c o rd bl o o d

C D 3 4 p o siti v e c ells in c u b a t e d i n a li q uid c ult u r e m e d iu m

c o n tai n i n g l O % F B S o r l O % c o r d bl o o d pl a s m a w ith

I L 3 + I L- 6 + S C F . D a ta
.

w e r e s h o w n b y t h e a m plifi c atio n

r ati o of th e c e u n u m b e r s a s c o m p a r e d t o t h e c e ll n u rn b e r

of d a y O , E a c h p oi n t r e p r e s e n ts th e rn e a n 土S E M ･ ⑳ ･

F B S ; ○,
C O r d pl a s m a .
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F ig . 8 , A m plifi c a ti o n o王 C D 3 4 p o siti v e c ell n u m b e r s of c o rd

b l o o d C D 3 4 p o sitiv e c e u s i n c u b a t e d i n a liq u id c ult u r e

m e d i u m c o n t ai ni n g l O % F B S o r l O % c o r d pl a s m a wi th

I L - 3 + Ⅰし6 + S C F . D a t a w e r e s h o w n b y th e a m plifi c a ti o n

r atio of th e c e11 n u m b e r s a s c o m p a r e d t o th e c ell n u m b e r

of d a y O . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s t h e
.
m e a n 土S E M ･ ★

p ≦0 .0 0 5 a s c o m p a r ed t o c o r d pl a s m a c ult u r e s y s t e m ･ ⑳ ,

F B S ; ○,
C O r d la s m a .
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(d a y O) の コ ロ ニ ー 自体臍帯血 よ り少な く
, 特 に B F U - E に 有意

差を 認め た(p < 0 .0 5) . ま た液体培養開始後も骨髄と臍帯 血 間に

ほ C F U - M ix を除 い て コ ロ ニ ー 数 に 有意差を認め た . 末梢血 の

C F U - G M - d 7
,
C F U - G M - d1 4 を腰帯血 と 比較す ると経 時 的 に み

ても , 有意に 少な か っ た ( p < 0 .0 5) . な お骨髄 , 末梢 血 の 間に は

特 に 有意差は 認め な か っ た .

Ⅴ .
FI】S 液体培養系 と ヒ ト臍帯血血渠液体増義系の 比較( 図

7 ,
8

, 9 )

囲 7 ほ ヒ ト臍帯血 C D 3 4 陽性細胞を F B S 液体培養系ま た ほ

ヒ ト臍帯血 血 凍液体培養系で培養 した 時の 総細胞数を示 す. 4 2

日間培養 した 限 り で ほ F B S 液体培養糸の 方が や や 総細胞 数 は

多 い 感が あ っ た が , 両者間に は有意差ほ 認めな か っ た . 培養36

日 目で臍帯血 血 旅液 体培 養系 は44 6 ±1 4 0 倍 (最高1
,
2 0 0 倍) ▲

F B S 液体培養系は 前述の ごとく培養54 日 目 に2
,
0 5 0 士8 30 倍(最

高3
,
0 7 0倍) と な っ た . 図 8 ほ ∴両培養系に おけ る C D 3 4 陽性細

胞数の 経時的変化を 示 す . 臍帯血 血祭液体培養系で の C D 3 4 陽

性細胞ほ総細胞数 ほ ど の 増幅度は見 られ ずむ しろ F B S 液 体培

養系 に 比べ 明らか に 少な か っ た .
ピ ー

ク も早く培 養 6 日 目 で

1 . 7 ±0 . 6倍 (最高5 . 3 倍) で あり
, 培養1 2 日 目 ,

1 8 日 日 で 両者間

に 有意差が認 め られ た ( p ≦0 .0 0 5) . 次 に コ ロ ニ ー 形成能 で あ る

が
, 図9 に 示 すご とく C F U - G M は F B S 液休培養系の 方 が 多

か っ た .

一

方 C F U - E , B F U- E で は
,
F B S 液体培養系は培養初

期( 6 日 目) に ピ ー ク が あり ,
ヒ = 済帯血 血嫌液体培養系 はや や

遅れ て培養1 2 日 日頃 に ピ ー ク を認め た . た だ し統計学的有意差
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汗
Fig ･ 9 ･ A m plifi c a ti o n of c ol o n y n u m b e r s of c o r d b l o o d C D 3 4

p o siti v e c e11s af t e r i n c u b a ti o n i n a liq uid c ult u r e m e d iu m

C O n t ai ni n g Iし3 + I LL 6 + S C F . A
,

C Ol o n y f o r m i n g u nit -

e r yt
-

h r oid (C F U- E) ; B
,
b u r s t f o r mi n g u nit- e r yth r oid (B F U - E) ;

C
,

C Olo n y f o r mi n g u n it -

g r a n ul o c y t e/ m a c r o p h a g e c o u n t e d

af t e r i n c u b a ti o n f o r 7 d a y s (C F U - G M -d 7) ; D
,

C Ol o n y

f o r mi n g u n it -

g r a n ul o c yt e/ r n a c r o p h a g e c o u n t ed af t e r

i n c u b a tio n f o r 1 4 d a y s ( C F u G M - d1 4) ; E , C Ol o n y f o r mi n g

u niト m i x ( C F U - M i x ) . A ft e r i n c u b a ti o n f o r 6 t o 2 4 d a y s
,

C e11s w e r e h a r v e s t e d a n d p r e p a r e d f o r a s s a y s o f c ol o n i e s a s

d e s c rib ed i n
' L

M a t e ri als a n d M e th o d s

"

. D at a w e r e s h o w n

b y th e a r n plifi c a ti o n r a ti o of th e c ol o n y n u m b e r s a s

C O m p a r ed t o th e c ol o n y n u m b e r s of d a y O . E a c h p o in t

r e p r e s e n t s th e m e a n 土S E M . ◎ ,
F B S ; ○ ,

C O r d pl a s m a .

西

は なか っ た .

Ⅵ .
F B S を使用 L た コ ロ ニ

ー 形成 と ヒ ト臍帯 血 血 紫 を使用

した コ ロ ニ
ー 形成の 比較 (因1 0)

図10 は 臍帯血 C D 3 4 陽性細胞を F B S 液体培養系で 培養 した

後 t 経時的に 採取 し
,
F B S コ ロ ニ ー 形成系 お よび ヒ ト臍帯血血

祭 コ ロ ニ
ー

形成 系 で 形成 され た コ ロ ニ
ー

数 を 示 す , C F U- E ,

B F u E ほ 有意 に ヒ ト臍帯 血 血 凍 コ ロ ニ ー 形成 系 の 方 が 多 く

( p < 0 .0 5) ,
F B S コ ロ ニ ー 形 成系 の 培養開始時の コ ロ ニ ー 数 ( コ

ン ト ロ ー ル) に 比 べ 培養 6 日 目 に C F U - E は1 2 . 1 士3 . 0 倍 (最高

37 . 9 倍) B F U - E ほ7 . 4 ±1 . 4倍 (最高17 . 0 倍) の コ ロ ニ ー を 形成

し た (F B S コ ロ ニ ー

形成 系 で は C F U - E が5 . 5 ±1 . 6 倍 ,

B F U - E が3 . 5 ±0 . 9 倍) . 加 えて コ ロ ニ ー サ イ ズ も明 らか に ヒ ト

臍帯血 血 祭 コ ロ ニ ー 形成糸 の 方が 大きか っ た . C F U - G M ほ 全

俸 的に F B S コ ロ ニ ー 形成糸の 方が 多く , 特 に C F U- G M -d 1 4 で

は培養開始時よ り培養12 日 目 まで 有意差 を認め た ( p < 0 .0 5) .

Ⅶ . 坑サイ トカイ ン 抗体および杭 c
一 拍 抗体に よ る ヒ ト臍帯

血 C D 3 4 陽性 細胞の増殖 抑制 (図1 1 , 図1 2 , 図1 3 , 表

1 )

図11 ほ と = 靖帯血 C D 3 4 陽性細胞を F B S 液体培養系 に おい て

培養 した 後, F B S を使用 して コ ロ ニ ー

を形成 させ る時点で サ イ

ト カ イ ン (I L 3 + I L -6 + S C F + GT C S F + E P O) に 抗体 c-ki t 抗体

(S R-1 ,
1 : 1

,
0 0 0) を 加え コ ロ ニ ー 形成の 抑制 を経 時的 に み た
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I n c u b a t1 0 n li m e ( d a y s)

F ig . 1 0 . C o m p a ri s o n b e t w e e n F B S a n d c o r d pl a s m a i n th e

a m plifi c a ti o n of c ol o n y f o r m a ti o n o f c o r d bl o o d C D 3 4

p o siti v e c ell s . A
,

C Ol o n y f o r m i n g u nit- e r y th r oid (C F U- E) ;

B , b u r s t f o r m in g u nit- e r y th r oid (B F U - E); C
,

C Ol o n y f o r m i n g

u nit- g r a n ul o c yt e/ m a c r o p h a g e c o u n t e d a ft e r i n c u b ati o n f o r 7

d a y s ( C F U- G M - d 7) ; D , C Ol o n y f o r m i n g u nit- g r a n u l o c yt e/
m a c r o p h a g e c o u n t e d af t e r i n c u b a ti o n f o r 1 4 d a y s ( C F U-
G M - d 1 4) ; E

,
C Ol o n y f o r mi n g u n it ,

m i x (C F U - M i x) . A ft e r

i n c u b a,ti o n f o r 6 t o 2 4 d a y s
,

C ells w e r e h a r v e st e d a n d

p r e p a r e d f o r a s s a y s of c ol o ni e s i n a s e m i -

S Olid c ult u r e

m e d iu m c o n t ai n in g 3 0 % F B S o r 3 0 % c o r d pla s m a a s

d e s c rib e d i n
"

M a
.
t e ri al s a n d M e th o d s

"

. D a t a w e r e sh o w n

b y th e a m plifi c a ti o n of th e c ol o n y n u m b e r s c o m p a r e d t o

th e c ol o n y n u m b e r s of d a y O in F B S c ult u r e s y st e m . E a c h

p oi n t r e p r e s e n t s th e m e a n ±S E M . ★ p < 0 .0 5 (F B S > c o r d

pl a s m a) a n d * p < 0 .0 5 (F B S < c o rd pl a s m a) a s c o m p a r e d

t o c o rd pl a s m a . ⑳, F B S ; ○ , C O rd pla s m a .



臍帯血 造血 幹細胞 の 体外増幅に 関す る研究

もの である ･ な お結 果はそ れ ぞれ の 日 の 抗体 を加 えな か っ た も

の を コ ン ト ロ ー ル と した 比 で 表 した ･ C D 34 陽性細胞 分離 時

(d a y O) に お け る コ ロ ニ p 抑 制 ほ B F UrE
I

C F U- G M -d 7 1

c F U- G M -d 1 4 で 有 意差 を 認 め た (B F UT E
･ p < 0 ･0 01 ; C F U -

G M
- d 7

, p < 0 ･0 01 ; C F U- G M- d1 4
, p < 0 ･0 5) ■ 赤芽球系の 抑制は そ

の 後も顕著と な り C F U-E も培養6 日 目 (d a y 6) よ り有意 に 抑

制され た ( p < 0 ■0 0 1) ･

一 方顆粒球系 ･ マ ク ロ フ ァ
ー ジ系に 関 し

て ほ逆の 傾 向を 認め ,
C F u G M -d 7 ほ培養 6 日 目以降は コ ン ト

ロ
_ ル と有 意差 は 認 め ず ,

C F U- G M -d 1 4 も培養1 2 日 目 (d a y

1 2) に は コ ン ト P p ル と有意差ほ 認め な くな っ た ･ C F U - M i x は

培養開 始時で コ ン ト ロ
ー ル に 比 べ 有意 に 抑 制 され て い たが

(p < 0 ･0 01) それ 以降 は コ ン ト ロ ー ル 自体 コ ロ ニ ー 形成少 なく 統

計学的評価は 行わ れ なか っ た ･ 図12 ほ 図11 で 使用 した F B S コ

｡ ニ ー 形成系の 代 わ り に ヒ ト 臍帯 血 血 疑 コ ロ ニ ー 形成 系を 使

い
,

サ イ ト カ イ ン も S C F を 除 い た IL-3 + Ⅰし6 + G - C S F +

E P O の 組み合わ せ で行な っ た結果 を示 す .
ヒ ト臍 帯血 血 輿 コ

ロ ニ ー 形成 系 に お け る S R -1 に よ る 抑制 試験 で ほ F B S コ ロ

ニ ー 形成系の 場合 と違い
,

どの 時期 に お い て も, どの 系統の コ
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D a y O D a y 6 D a y 1 2

h c u b ati o n ti m e

F ig . 1 2 . S u p p r e s si v e eff e c t of a n ti -

C-kit a ntib o d y , S R-1 ,
O n

c ol o n y f o r m ati o n f r o m c o r d bl o o d C D 3 4 p o siti v e c e11s i n

th e c o r d pl a s m a c u lt u r e s y s t e m n o t i n cl u d i n g S C F ･ D a t a

w e r e s h o w n b y p e r c e n t of th e c o n tr oI s w ith o u t S R,1 ･

E a c h b a r r e p r e s e n t s th e m e a n 土S E M . 困,
C F U - E ; □ ,

B F U- E ; 国 ,
C F U - G M -d 7 ; Ea C F U- G M -d 1 4 ,
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E B F しト E C F U - G M ･ d 7 C F しト G M
- d 1 4

F ig . 1 3 . S u p p r e s si v e eff e c ts o f a n tトE P O a n tib o d y o n c ol o n y

f o r m a ti o n f r o m c o r d bl o o d C D 3 4 p o siti v e c e11s . D at a w e r e

s h o w n b y th e c ol o n y n u m b e r s/ 1 0
5

c ells . E a c h b a r

r e p r e s e n t s th e m e a n 土S E M . ☆ p < 0 .0 5 a n d ★ p < 0 .0 0 5 a s

c o r n p a r e d t o th e c o n t r ol ( wi th o u t a n ti- E P O a n tib o d y) . 困 ,

c o n tr ol ; BZl , a n ti- E P O a n tib o d y O ,6 7 p g/ m l ; 田 ,
a n ti-E P O

a n tib o d y 6 7 FL g/ m l .

T a bl e l . S u p p r e s si v e efL e c t s of a n ti-

G M - C S F a n tib o d y o n h e m a t o p oi e tic p r o g e nit o r c e11 c ol o n i e s

S a m pt e

N u m b e r of c ol o n i e s/ 1 0
5
C D 3 4 p o siti v e c ell s

C F U - E B F U - E C F U - G M (d a y 7) C F U - G M (d a y 1 4) C F U - M i x

C o r d bl o o d l

C o n tr oI

A n tiT G M - C S F l : 8 0 0

A n ti - G M - C S F l : 1 6 0

C o r d bl o o d 2

C o n t r oI

A n ti- G M - C S F l : 8 0 0

2 , 8 0 0 1 1 ,
0 6 7

3
, 1 5 6 1 1

,
4 0 0

4
,
4 0 0 1 2

,
2 2 2

1 , 0 4 0 1 ,
46 7

1
,
1 47■ 96 0

6 4 0 . 1
,
3 3 3

4 8 0 7 7 3

66 7

60 0

57 7

1 0 7

1 8 7

C o r d b l o o d C D 3 4 p o siti v e c ells w e r e p r e p a r e d f o r a s s a y s of c oIQ ni e$一
irl a S e m i

一

等Qlid c扉t u r e m
上
e di u m c o n t ai n i n g 3 0 %

l

C O r d pl a s m a a n d
:-S C F 十Ⅰし3 + ‡L - 6 士E P O + G - C S F wi th o r w ith o u t a n ti - G M - C S F a n ti b Q d y ･
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ロ ニ ー も有意に 抑制 され なか っ た . た だ し結果は 示 して い な い

が S C F を 加え た もの と 比較す ると S C F を除 い た も の ほ 赤芽球

系の コ ロ ニ ー の 数 , 大きさ とも減少 し て い た が そ れ で も F B S

コ ロ ニ ー 培養系 ,
I L 3 + I L -6 + S C F + G - C S F + E P O 添加群 と同

等ある い ほそ れ 以上 の 赤芽球系 コ ロ ニ ー

を 形成 した . 図13 は ヒ

ト臍帯血 を使用 した コ ロ ニ ー 形成 に 対す るウ サ ギ抗 E P O 抗血

清の 影響 を示す . Ⅰし3 + Ⅰし6 + S C F を組み 合わ せ た もの を コ ン

ト ロ ー ル と し
,

ウ サ ギ 抗 E P O 抗血 清 を 0 .6 7 〃g/ m I ま た ほ

6 .7 FLg/ m lカロえ ,
コ ロ ニ ー 数の 変動 を調 べ た . C F u E

,
B F U - E 共

に 0 .6 7 p g/ m l で 有意差 をも っ て 抑制さ れ た ( C F u E , p < 0 .0 5 ;

B F U - E , P < 0 .0 0 5) . 表 1 は ヒ ト臍帯血 コ ロ ニ
ー 形成系に 対す る

ウ サ ギ 抗 G M - C S F 抗血 清の 抑制を 示 す.
ヒ ト臍帯血 コ ロ ニ ー

形成系 に サ イ ト カ イ ン と して Ⅰし3 + Ⅰし6 + S C F を 加 え た も の

を コ ン ト ロ ー ル と した が
, 臍帯血 1 ( c o rd bl o o d l) , 臍 帯血 2

(c o r d bl o o d 2) 共 に 顆粒球系 ･ マ ク ロ フ
ァ

ー ジ系は25 ～ 7 5 % 抑

制 され た が
, 赤 芽球糸 は有意な抑制 は認め なか っ た .

考 察

発生学的 に 造血 は
▲

マ ウ ス に お い て 胎生7 - 1 2 日頃 よ り卵黄

嚢 にて 始 ま り , 胎生12 日 冒以降 , 肝臓 に 移 り そ し て 骨髄 へ と

移 っ て 行く . こ の 造血 の 場の 移動ほ ヒ トで も同様 で
, 誕生後も

そ の 生体 の 流血 中及 び臍帯血 に ほ多数 の 血 液幹細胞 が含 まれ ,

また G V H D が 少ない こ とか ら臍帯 血幹細胞移植 が 骨髄移 植 の

代用 と して試み られ るよ うに な っ た . しか し移植 を 行なうに あ

た っ て は l 例 えば ,
W a g n e r ら

2 4)
の 施設で 使用 した臍帯 血 量ほ

103 土49 m l で さ らに 胎盤静脈よ り 31 ±61 m l 採取 して お り
,

一

般 に こ の 量の 臍帯血 を 採取す るの は 困難を 要 し
, 臍帯血 幹細胸

移植の 普及に 大きな障壁に な っ て い る . 自 己複製能力を 有する

血液幹細胞お よ び各系統の 血液前駆細胞の 体外増幅が 今後の 重

大な研究課題 とな る ゆ えん で ある . また そ の 背景 に は 近年造血

幹細胞 に お け る c一触 の 発現お よ びそ の リ ガ ン ドで ある S C F の

発見 が 大 き く 貢 献 し て い る . 従来 再 生 不 良性 貧血 お よ び

Di a m o n d - B l a c k f a n 貧血 の モ デ ル マ ウ ス と して 有 名 な W 突 然変

異の W / W
V

マ ウ ス お よ び ぶJ 突然変異の 罰/ぶJ
d

マ ウ ス の 分子生

物学的解明が な され
6 卜 12)3 1 ト 33 )

,
W 遺伝子 は チ P シ ソ キ ナ ー ゼ 型

受容体で ある c
一点克 を コ ー ド し ∴∬ 遺伝子ほ c一触 の リ ガ ン ド

で あ る S C F コ ー ド し て い る こ と が 判 明 した .
こ の c

一 拍 ,

S C F ほ生体内 で は 生殖細胞 ,
色素細胞

,
神経細胞 , 血 液細胞 に

分布 して お り
, 特 に 胎生期に お い て 前述 した造血 の 場の 移動に

一 致 して c
一 拍

,
S C F 遺伝子 の 発現も移 っ て ゆき , 以前 の 造血 の

場に おけ る c
-kit

,
S C F 遺伝 子の 発現量は 発生 が 進む に つ れ 減

少 して い く こ とが 報告 され て い る
叫 卜 胡 )

. ま た
,

C
一 触 を発現 して

い る血液細胞株 と して は
▲ 肥満細胸株 , 赤 芽球細胞株 , 骨髄球

系細胸株 ,
巨核球界細胞株 , 多能性造血 前駆細胞株 な どが あげ

られ
,

こ の リ ガ ソ ドで ある S C F は l 非常に 未熟 な細胞 に 働く

サ イ ト カ イ ン とされ て い る .

S C F ほ単独 で は ほ とん ど細胞増殖活性を 持 た な い 各種 の サ

イ トカイ ソ と協同 し c
一 触 を 発現 して い る上 記細胞 に 対 し増殖

促進作用が 示 され て い る . 従来 マ ウス
,

ヒ トの 骨髄細 胞を 使用

した報告が 多 い が
3T ト 瑚

, 臍帯血造血 幹細胞 の 増幅 に 関す る 発表

は 少な い . B r o x m e y e r ら
16) は

, 未分画臍帯血 を S C F と他の サ

イ トカ イ ン な 組み 合わ せ て培養す る こ と に よ り
,

血 液前駆細胞

を 他の サ イ ト カイ ン の み に 比べ 2 ～ 1 6倍 に増幅された と報告 し

てお り
,

また M i gli a c ci o ら
41)

は S C F + Ⅰし3 の 条件下で 臍帯血

西

S B A 陰性 C D3 4 陽性細胞を 培養 し コ ロ ニ ー 形成細胞を20 倍近

く ま で増 幅 した ･ さ らに M a y a n i ら
42)

は
▲ 臍帯血 よ り C D 34 陽

性 45 R A 弱 陽 性 C D 71 弱 陽性 細 胞 を 分 画 し S C F に I L-3 ,

Ⅰし6 , G M- C S F
,

さ らに E P O , G- C S F
,

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ コ ロ ニ ー

形 成 刺 激 因 子 (r e c o m b i n a n t h u m a n m a c r o p h a g e c olo n y

Sti m ul a ti n g f a c t o r
,
M - C S F ) を加 え C D 3 4 陽性細 胞を1 23 倍ま

で
, 額粒球系前駆細胞を70 倍 ま で

, 赤芽球系前駆細胞を55 倍ま

で
, 多能性前駆細胞を 4 倍に増幅 させ た . 今回 の 著者の 実験に

お い ても ,
S C F と未分化な 細胞 に 働くと 考 え られ て い る サ イ

トカ イ ン の Ⅰし3 + I L -6 の 組み 合わ せ が
,
臍帯血 の N A C およ び

C D 3 4 陽性細 胞に 対 し て 著 明 な細 胞増 殖 を 促す こ と が示 さ れ

た . 特 に C D 3 4 陽性細 胞分 画は
,
I L - 3 + I L -6 + S C F に よ る液体

培養下で
, 総細胞数ほ 増 え続 け約50 日 冒 に は 培 養開始 時の 約

2
,
0 0 0倍 と な り

, 従来 の 報告 に 比 べ 非常に大 き な 増幅 率で あ っ

た ,

一 方 S C F ほ
,
G M - C S F と組み 合わせ ても 明らか な細胞増

殖を 促す こ とが認 め ら れて お り
3T)

～ 3 9 )

,
I L- 3 + G M - C S F の 組み合

わ せ に つ い で S a el a n d らに よれば , 臍帯血 C D 3 4 陽性細胞の 液

体培養で ほ IL - 3 の 方が G M TC S F よ り素早く か つ 強力に 細胞増

殖 に 働くが
, 両 者の 観 み合 わせ ほ特に 好酸球 コ ロ ニ

ー

に 相乗的

に働く と して い る
43)

. 同様の 促進 作用 は他 の 研究者 に よ っ ても

認め られ て い るが
44)

～ 4 6 )

, 今回 の 著者の 実験条件 で は , G M
-

C S F

の 添加 培 養 後 の 総 細 胞 数 お よ び C D 3 4 陽 性 細 胞 数 を ,

G M - C S F 非添 加 群 と比 較 した が 両者間 に は 有 意差 は 認 め な

か っ た . また S hi o h a r a ら
4Q)

に よ っ て 以前ほ血 液前駆細胞の 抑制

因子と して知 られ て い た I F N-T が マ ウ ス の S C F と共に 骨髄球

系産生の 幼君細胞 に 働 い て 細胞の サ イ ト カ イ ン に 対す る反 応性

を 促進する とす る報告 が さ れた . ま た C a u x ら
4T)

に よ り ヒ ト

C D 3 4 陽性細胞 に 対 して も同様 の 効果が あ っ た こ と が示 され て

い る . しか し著者の 実験 で は S C F + I L 3 + Ⅰし6 の 培養系に おけ

る IF N-r の 相加相 乗作用 に つ い て
,
I F N -

γ 添加群 と非添加群の

総細胞数 ,
C D 3 4 陽性細胞数を 比較 したが 両 者間 に は 共 に 有意

差 は認め な か っ た .
い ずれ も培養系 , 各サ イ ト カ イ ン の 濃度な

ど実験条件の 違い に よ ると 考え られ た .

総細胞数増幅 とい っ た 面に お い て は S C F 添加 した著者 の 培

養系は確か に 有効 で あ っ た が
, 増 幅され た 細胞ほ 光顕的に も分

化傾向がみ られ
,
C F U- G M -d 7 や C F U- E が増加 した ごと く 血

球各系統 に 分化 が進ん で し ま っ て い た . 臍帯血 幹細胞移植 で最

も必 要とす る細胞 は多分化能と 自己複 製能 を有す る最も未熟な

造血 幹細胞 と
,

コ ロ ニ ー 形成前 駆細 胞の 中で も ,
よ り 未熟 な

C F U-M ix や C F U- G M -d 1 4 や B F U- E で ある . 本研究の 自己複

製能に 関 して ほ
,

1 ) C D 3 4 陽性細胞数ほ 培養12 日 目ま で ほ 約

5 倍に 増え る が それ 以降は減少す る
,

2) コ ロ ニ ー 形成能に つ

い て F B S 培養系で は 幼若 な細胞 と考え られ る C F U - M i x ほ特

に ピ ー ク を 作 る こ と なく減少す る
,

3 ) C F U - G M- d 1 4 も培養18

日 目 に 一 時 ほ1 5 倍 ま で 増 幅 され る が そ の 後減 少す る
,

4 )

B F U - E も培養 6 日 目 の3 . 5 倍を ピ ー

ク と し以後減少す る . と い

う結果 で あ っ た . 以上 よ り考え る と今回 の 実験条件で ほ , 細胞

ほ培養 に よ っ て分化の 方向に 進 む傾 向が あり , 自己複製能 を有

する造血 幹細胞の 体外増幅に つ い て ほ十分 に 満足で きるも の で

ほ な か っ た . ちなみ に こ れ ま で の 臍帯血 幹細胞移植成功例 を見

ると
,
全体 で 5 ～ 60 ×1 0

5

個 (2 1 .5 士3 .1 × 1 0
5

) の C F U -

G M が移

植 されて い る
24)

. 著者 の 今 回 の 体外増 幅実験 で は 臍帯血 20 血

か ら得 られ る C F U - G M は 必要量の 約21 % で あり , そ れか ら計

算する と 移植 に必要 な臍帯血 量 と して は約 90 m l と思わ れた ■



臍帯血 造血 幹細胞 の 体外増 幅に 関す る研究 389

しか しそ れ ほ どの 大量 な臍帯血 を採取 する こ と は現実に は 困難

なこ と が多く t
さ らな る 幹細胞増 幅 が 必 要 で ある と 考 え られ

本研究では ヒ ト臍帯血 と骨 臥 末梢血 に お ける造血 幹細胞増

幅の 差 に つ い て も 検討 した ･ 臍 帯血 と骨髄 で は 総 紳 胸 数
,

c D 3 4 陽性細胞数∴ コ ロ ニ ー 数い ず れ を と っ て も臍帯血 が よ り

大きく増幅され て お り ･ 臍帯血 に も ,
よ り多くの 幼君 な血 液前

駆細胞の 存在 が考 え られ た ･ C a r o w ら
48)

は臍帯血 と骨髄 の 顆粒

球/赤芽球/ マ ク ロ フ ァ
ー ジ/ 巨核球 コ ロ ニ ー 形 成細胞 ( c olo n y

f ｡ r m i n g u nit .

g r a n u l o c yt e/ e r y th r o c yt e/ m a c r o p h a g e/ m e g a k a r
-

y o c yt e
,
C F U - G E M M ) を 再 コ ロ ニ ー 形成 した 総見 臍帯血 は再

び C F U - G E M M を 形成 した が 骨髄 は ほ と ん ど C F U
- G E M M は

形成せず ,
ほ とん どが よ り分化 した C F U - G M で あり臍帯血 の

方がよ り多くの 幼君な血 液前駆 細胞 が 存 在す る と 報告 し て い

る . 末梢血 中に も C D 3 4 陽性細胞は0 . 9 % ～ 5 ･ 6 % 存在 し
49'

, 今

回著者が臍帯血 と同様な 方法 で分離 した 結果で は
, 総細胞数を

みるか ぎ り臍帯血 とほ ぼ同等 で あ っ た . C D 3 4 陽性細胞数 は 症

例が少なく統計学的評価は でき なか っ が , 末梢血 に お い ては
l

臍帯血 と同等 ある い は臍帯血 と骨髄 の 中間 の 分化段 階,
お よび

量の 血 液前駆細胞 の 存在が 考え られ た ･

以上 ま で の 実験 に お い て 今回 の S C F を含 んだ サ イ ト カ イ ン

の 組み合わ せ に よ る F B S 培養系は 総細胞数 の 著明 な 増幅に ほ

明らか に有効で ある こ と は示 され た が
,

血液幹細胞の 自己複製

促進お よ･ びそ の 数の 維持 に 関 して は 満足の ゆ くも の で は なく 一

新しい サ イ ト カ イ ン お よ び新 しい サ イ ト カ イ ン の 組み 合わ せ の

必要性が考 え られ た .

本研究で ほ
t 造血 の 場の 微小環境を 多少 で も掟供す る 目的で

自己お よ び 同種臍帯血 血 紫を培養系 に添加す る こ と を試み た ･

総細胞数は F B S 培養系と 臍帯血 血 紫培養系の 間に ほ有意差 は

なか っ た が
,

C D 3 4 陽性細胞数は 培養 6 日 目 ,
1 2 日 目で 有意差

を認め F B S 培養系 の 方が 多か っ た . 培養 中の 細胞を形 態学的

に み ても臍帯血培養系 の 方が よ り分化 した細胞を 認め
,

これ ほ

臍帯血 血 塊中に , 未熟 な細胞に 働く と 思われ る サ イ ト カ イ ン と

同時に 存在す る , 分化 方向に 働く サ イ ト カイ ン に よ る影響と思

われ た .

コ ロ ニ ー 形成能に つ い て み ると ,
C F U- G M ほ F B S 液体培養

系の 方が多 い が
,

よ り未熟 な C F U - M i x は 臍帯血 血 祭液体培

系の 方が F B S 液体培養系よ り経時的 に み て も多く 形成 され た .

ま た B F U- E に 関 して は F B S 液体培養系よ り臍帯 血血 凍液 体

培養系の 方が ピ ー ク が遅く か つ よ り多く形成 され た こ と よ り ,

臍帯血 血 薬液体培養系 ほ F B S 液体培養系 よ り ,
よ り未熟 な 血

液前駆細胞特に 赤芽球系の 細胞を増 幅 し長期 に 保持で きる可 能

性が示 唆 され た .
こ の 性質は l 他人の 臍帯血 血 祭を 使 っ て も同

様の 結果が 得 られ た . Z s e b o ら の グ ル ー

プは B F U
- E の 増殖

ほ S C F の 影響が大 きい こ とを 報告 して お り
50)5 1

, 著者の 結果 ほ

臍帯血 中の S C F の 作用かも しれ な い
.
F B S コ ロ ニ ー 形成系に

抗 c
一 触 抗体で あ る S R -1 を添加 し コ ロ ニ ー 形成 の 抑制を み る

と赤芽球系 の 抑制ほ 長期間持続 した の に 対 して
, 顆粒球 ･ マ ク

ロ フ
ァ

ー ジ系 ほ培養12 日 目以降 で は 抑制 され な か っ た こ とほ 興

味深い . こ れ は
,

C
一 触 の 発現 が 赤 芽球 系 と顆粒 球 ･ マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ系の 分化過程で 差が あり
,
赤芽球系 の 方が 分化増殖に

長期間 c
一 拍 を必要 とす るの に 対 し, 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ

ー ジ

系ほ比較的早期に c一助 の 発現が消失す るか
,
た とえ c

一 触 が 発

~現 して い て もそれ を必要 と しない 細 胞集団が 出現す る こ とが 示

唆され た . しか し S R
-

1 の 赤芽球系 の コ ロ ニ
ー

の 抑制 ほ臍帯血

血 祭 コ ロ ニ ー 形成系で は F B S コ ロ ニ
ー

形成系で認 め る ほ ど著

明 で は な く単に S C F の 作用の み でほ な く他の 因子の 関与 が 示

唆 され た .

さ らに 臍帯血 血紫 コ ロ ニ
p 形成系 に 抗 E P O

,
G M - C S F 抗 体

血 清を 加え コ ロ ニ
ー 形成の 抑制 をみ たが

, 赤芽球系の コ ロ ニ ー

を 抑制 で きた の は 抗 E P O 抗血清 の み で あ っ た . しか し以前の

報告 で ば
2 ト 551

臍帯血 中の E P O 濃度ほ
, 今回 の コ ロ ニ ー 形成系

に加 えた 量に 比 べ は る か に 少なく , 前記 の ような 臍帯血血 祭の

特性 が E P O 単独 に よ るも の と ほ 考えにく い . また 他の サ イ ト

カ イ ン の 臍帯血 血嫌中の 濃度も培養液に 加 えた 量と 比べ は るか

に 少なく無視 しう るもの と思わ れ た . さ らに S C F に 関 して も

臍帯血血 炎 コ ロ ニ ー 形成系に お い て S C F 非添加群で ほ 添加群

と比較 し明らか な コ ロ ニ ー の サ イ ズ
, 数の 減少を 認め て お り ,

臍帯血 血旅 中の S C F 濃度が 著 しく高い と は考 え られ な い . 臍

帯 血 血 祭 中に は イ ン ス リ ン 様 成 長 因子 (in s u li n-1ik e g r o w th

f a c t o r , I G F l お よ び I G F 2) が あり こ れ が 赤 芽球系 の 造血 を

E P O と は独立 して 促す こ と が示 さ れ て い る
58 ､ 机

. しか し血 中

I G F の 濃度 は臍 帯血 よ りもむ し ろ ヒ ト 成人 末梢血 の 方 が 高

い
62ト 64)

. M e tc a lf ら
65}

の 報告で は
一

部の ヒ ト末梢血 血 凍で 赤芽

球系 コ ロ ニ ー

を つ く ると の 報告も あるが , 著者の 検討 で は正 常

ヒ ト 血祭を 使用 して コ ロ ニ ー 形成 を試み た が コ ロ ニ ー は形成 さ

れ な か っ た (未発表) . 臍帯血 血嫌 中の 赤芽球系前駆細胞の 増殖

を 促す田子 ほ特定で きなか っ た が
, 臍帯血 中の 赤芽球系増殖は

E P O を 中心 に Ⅰし3
,
Ⅰし6

,
S C F ま た はそ の 他の 国子が 複雑 に 相

互 作用を な して い るもの と思わ れ る .

以上 臍帯血幹細胞移植 を念頭に お き造血 幹細胞 の 体外増 幅の

基礎的研究を行 な っ た . 現在の と こ ろ血 液幹細胞 の 自己複製の

み に 働く国子は 見つ か っ て お らず今後, 新た な サ イ ト カ イ ン の

発 見
,

お よび そ の 観 み合わせ
, 培養条件の 工 夫が な され , 臍帯

血 幹細胞移植が よ り身近な もの とな る こ と が望 まれ る .

結 論

ヒ ト 臍帯血 造血 幹細胞培養を行 な い 以下の 結論を 得た .

1 .
ヒ ト臍帯血 造血幹細胞の 培養 に おい て 著者 の 培養条件で

は
,
Ⅰし3 + Ⅰし6 + S C F の 組み 合わせ が最も 効率良く細胞を増加

させ た が
, 自 己複製率は数倍に 留ま り 十分に 有効と 言え な か っ

た .

2 . 上 記サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ に G M-C S F ま た は

IF N -

r を 加え て も有意な 効果は な か っ た .

3 .
ヒ ト臍帯血 と骨髄, 末梢血 と の 比較 で は 臍帯血 に

,
よ り

多数 の 造血 幹細胞 が存在 した .

4 . 培養液と して 臍帯血 血柴を 使用 した場合 ,
C D 3 4 陽 性細

胞数は F B S 培養系よ りも少 なか っ た が ,
C F U - M i x

,
B F U- E コ

ロ ニ ー 形成が 多く , 臍帯血 血凍は
,

よ り未熟 な血 液前駆細 胞,

掛 こ赤芽球系細胞の 長期間保持 ,
お よび 分化誇導 に 有効で ある

こ とが 示唆 され た .

5 . 赤芽球系前駆細胞と 額粒球/ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ系 前駆 細胞

でほ c一触 の 発現 に は差が あり赤芽球系分化 , 増殖に は長 期間

c
一 拍 の 発現が 関与す るの に対 し , 顆粒球/ マ ク ロ フ ァ

ー ジ系ほ

比較的早期よ り C一拍 が消失す る こ と が 示唆され た .
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6 ) Z s e b o , K . M . ,
W y p y c h , J . , M c N i e c e , I . K .

,
L u

,
H .

S .
,

S r n it h
,

K . A .
,

K a r k & r e , S . B .
, S a c h d e v , R . K . ,

Y u s c h e n k o ff
,

V . N .
,

B i r k et t
,

N . C .
,

W illi a m s
, L . R . ,

S a t y a g a l
,
V . N .

,
T u n g ,

W .
,
B o s s e l m a n

,
R . A .

,
M 占n di a z

,

E . A . & L a n g l e y ,
K . E . : I d e n tific ati o n

, P u rifi c a ti o n
,

a n d

b iol o g l C a.1 c h a r a c t e ri z a ti o n of h e m a t o p oi e ti c s t e m c e11 f a c to r

f r o m B u ff al o r a t li v e r- C O n diti o n e d m a di u m . C ell
,
6 3

,
1 9 5 -2 01

(1 9 9 0) .

7 ) M a r ti n
,
F . H .

,
S u g g s

,
S . Ⅴ .

,
L a n gl e y ,

K . E .
,
L u

,
H .

S .
,
T i n g ,

J .
,
O k i n o

,
K . H .

,
M o r ri s

,
C . F .

,
M c N i e c e

,
Ⅰ. K .

,

J a c o b s e n , F . W . , M e n di a 2; , E . A .
,
B i r k e tt

,
N . C .

,
S mi th

,

K . A . ,
J o h n s o n , M . J .

, P a r k e r ,
V

. P .
,

F I o r e s
,

J . C .
,

P a t el
,
A . C .

,
F i s h e r

,
E . F .

,
E rj a v e c

,
H . 0 .

,
H e r r e r a

,
C .

J .
,
W yp y c h

,
J .

,
S a c h d e v

,
R . K .

,
P o p e

,
J . A .

,
L e sli e

,
Ⅰ.

,

W e n
,
I) .

,
L i n

,
C . H .

,
C u p pl e s

,
R . L . & Z s e b o

,
K . M . :

P ri m a r y st r u c t u r e a n d f u n c ti o n al e x p r e s si o n of r a t a n d

h u m a n s t e m c e11 f a c t o r D N A s . C e11
,
6 3

,
2 0 3 - 21 1 (1 9 9 0) .

8 ) A n d e r s o n , D . M . , L y m a n , S . D .
,
B a ir d , A .

,
W i g n a 11

,

J . M .
,
E i s e n m a rL

,
J .

,
R a u c h , C .

, M a r c h , C . J . , B o s w e11 ,

H . S .
,

G i m p e l
,
S . D .

,
C o s m a n

,
D . & W illi a m s

,
I) . E . :

M oL e c u la r cl o n i n g of m a s t c ell g r o w th f a c t o r
,

a h e m a t o p oi e ti n

th a t is a c ti v e i n b o th m e n b r a n e b o u n d a n d s ol u b l e f o r m s .

C e11 ,
6 3

, 2 3 5 1 2 4 3 (1 9 9 0) .

9 ) W i lli a m s
,
I) . E .

,
E i s e n m a n , J .

, B &i r d , A .

,
R a u c h

,
C .

,

N e s s
,

K . V .
,

M & r C h
,

C . J .
,

P a r k
,

L . S .
, M 8 r ti n , U .

,

M o c h i z u ki
,

I) . Y .
,

B o s w ell
,

H . S .
,

B u r g e s s
,

G . S .
,

C o s m & n
,
D . & L y m a n

,
S . D . : Id e n tifi c a ti o n of a lig a n d f o r

th e c
-kit p r o t o

-

O n C O g e n e . C ell
,
6 3 , 1 6 7 -1 7 4 (1 9 9 0) .

1 0) F l a n g a n
,
J

. G . & Le d e r , P . : T h e kit lig a n d : a C e u

S u rf a c e m ol e c ul e alt e r e d in s t e el m u ta n t fib r o b a s t s . C ell ,
6 3

,

1 8 5 -1 9 4 (1 9 9 0) .

西

1 1) Z s e b o
,

K ･ M ･
,

W illi a m s
,

D ･ A ･
,

G ei s sl e r
, E . N .

,

B r o u d y ･
V ･ C ･

･
M a r ti n

･
F ･ H ･

, A t ki n s ･ H ･ L ･
,
H s u

,
R ･ Y .

,

B i rk e tt
,
N ･ C ･

･
O k i n o

･
K ･ E

リ
S mi t h

, K ･ A ･
, T a k ei s h i

, T .
,

C a t t a n a c h
,
B ･ M .

,
G alli

,
S . J . & S u g g s

,
S . V . : S t e m c ell

f a c t o r i s e n c o r d ed a t th e S1 lo c u s o f th e m o u s e a n d is th e

lig a n d f o r th e c
- kit ty r o si n e k i n a s e r e c e p t o r

,
C ell

,
6 3

,
21 3 -22 4

(1 9 9 0) .

12) H u a n g ,
E ･

,
N o c k a

,
K ･

,
B ei e r

, D . R .
,

C h u
,

T . Y .
,

B u c k
･
J ･

･
L a h m

,
H ･ W ･

,
W ell n e r

,
D ･

,
L e d e r

,
P ･ & B e s m e r

,

P ･ : T h e h e m a t o p oi e ti c g r o w th f a c t o r K L i s e n c o d e d b y th e

S 1 l o c u s a n d i s th e li g a n d of th e c
- kit r e c e p to r

,
th e g e n e

P r O d u c t of th e W l o c u s . C ell
,
6 3

,
2 2 5 -2 3 3 (1 9 9 0) .

1 3) C i v i n
,
C . Ⅰ.

,
S t r a u s s

, L . C . , B r o v a 11
,
C .

,
F a c k l e r

,
M .

J ･
,
S c h w a r t z

,
J ･ F . & S h a p e r

,
J . H . : A n tig e n ic a n aly si s of

h e m a t o p oi e si s Ⅲ . A h e m a t o p o l e tic p r o g e nit o r c ell s u rf a c e

a n ti g e n d ef in e d b y a m o n o cl o n al a n tib o d y r ais e d a g ai n st

K G-1 a c e11 s . J . ‡m m u n ol .
, 1 3 3

,
1 5 7 (1 9 8 4) .

1 4) O k a d a
,
S .

,
N a k a u c h i

,
H .

,
N a g a y o s h i

,
K .

,
N is h i k a w a

,

S .
,
N is h i k a w a

,
S .

,
M i u r a

,
Y . & S u d a

,
T . : E n ric h m e n t a n d

C h a r a c t e ri z a ti o n of m u ri n e h e m a t o p o l e ti c s t e m c ell s th a t

e x p r e s s c-ki t m ol e c ul e . B lo o d
,
7 8

,
1 7 0 6 -1 7 1 2 (1 9 9 1) .

1 5) B r o x m e y e r , H . E . , D o u gl a s
,

G . W .
,

H a n g o c
,

G .
,

C o o p e r
,
S .

,
B a r d

, J . , E n g li s h , D .
,

A r n y ,
M .

,
T h o m a s

,
Ⅰ.

& B o y s e
,
E . A . : H u m a n u m bilic al c o rd bl o o d a s a p o t e n ti al

S O u r C e Of t r a n s pl a n t a b l e h e m at o p oi e tic st e m / p r o g e n it o r c e u s .

P r o c . N atl , A c a d . S ci . U S A
,
8 6

,
3 8 2 8 -3 8 3 2 (1 9 8 9) .

1 6) B r o x m e y e r
,
H . E .

,
H a n g o c

,
G .

,
C o o p e r

,
S .

,
R ib eir o

,

R . C .
,
G r a v e s

,
V .

, Y o d a e r , W .
,

W a g n e r
,
J .

,
V a d h a n

- R aj ,

S .
,
B e n n i n g e r

,
L . & R u bi n s t ei n

,
P . : G r o w th c h a r a c t e ris ti-

C S a n d e x p a n si o n o f h u m a n u m bili c al c o r d bl o o d a n d

e sti m a ti o n of it s p o t e n ti al f o r tr a n s pl a n t a tio n of a d u lt s . P r o c .

N a tl . A c ad . S c i . U S A , 8 9
,
41 0 9- 41 1 3 (1 99 2) .

17) B r o x m e y e r , H . E .
, H a n g o c

,
G . & C o o p e r

,
S . :

C li n i c al a n d bi ol o gl C al a s p e c ts o f h u m a n u m b ilic al c o rd bl o o d

a s a s o u r c e of tr a n s pl a n t a bl e h e m a t o p oi e ti c s t e m a n d

P r O g e nit o r c ells . B o n e M a r r o w T r a n s pl a n t .
,
9 (s u p pl . 1 ) ,

7-1 0

(1 9 9 2) .

18) U e n o ,
Y .

, K oi z u mi , S . , Y a m a g a m i
,
M .

,
M i u r a

,
M . &

T a n i g u c h i
,
N . : C h a r a c t e ri z a ti o n of h e m a t o p o i etic s t e m c ells

(C F U c) i n c o r d b l o o d . E x p . H e m a t ol .
, 9 , 7 1 6- 7 22 (1 9 8 1) .

1 9) T hi e r r y ,
D .

,
H e r v a ti n

,
F .

,
T r ai n e a u

,
R .

,
B r o s s a r d

,

Y .
,
S t a r k

,
R .

,
B e n b u m a n

,
M . & G l u c k m a n

,
E . : H e m a t o p

-

Oi e ti c p r o g e n it o r s c e lls i n c o r d b l o o d . B o n e M a r r o w T r a n s p ト

a n t .
,
9 ( s u p pl . 1) , 1 01 -1 0 3 (1 9 9 2) .

2 0) H o w s
,
J . M .

,
M a r s h

,
J . C . W .

,
B r a dl e y , B . A .

, L u f t
,

T .
,
C o u ti n h o

,
L .

,
T e s t a

,
N . G . & D e x t e r

,
T . M . : H u m a n

C O rd bl o o d : a S O u r C e Of t r a n s pl a n t a bl e s t e m c e11? B o n e

M a r r o w T r a n s pI a n t .
,
9

, ( s u p pl . 1) ,
1 0 5-1 0 8 (1 99 2) .

21) M eis t e r , B . ,
S p e rl , W . , T 8 t s c h

,
M . & H u n t e r

,
0 . :

U m b ilic a .l c o r d bl o o d p r o g e nit o r c ells f o r cli ni c al tr a n s pl a n t a-

tio n . L a n c e t
,
3 40

,
1 4 0 8 (1 9 9 2) .

22) 鱒ei sb a c h
,

G .
,

B a r tk e
,
Ⅰ

"
K o s t k a

,
G .

,
E ll w a rt

,
J .

,

B i r n e r
,

A .
,

T h a l血 ei e r
,

K .
,

M a h a m m e r
,

R .
,

B o r n k a m m ,

G . W .

,
U ll ri c h

,
A . & D 8 r m e r

,
P . : C h a r a c t e ri z ati o n of
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h e m at o p O e ti c c e ll p o p u la ti o n s f r o m h u m a n c o r d bl o o d

e x p r e s si n g c
-ki t ･ E x p ･ H e m a t ol ･

,
2 1

,
7 4-7 9 (1 9 9 3) ･

2 3) G l u c k m a n
,
E ･ Ⅰ･

･
B r o x m e y e r , H ･ E ･ , A u e r b a c h

･
A ･

D .
,
F ri e d m a n

,
H ･ S ･ & D o u gl a s

, G ･ W ･ : h e m a t o p oi e tic

r e c o n sit u ti o n i n a p a ti e n t w ith F a n c o ni
'

s a n e mi a b y m e a n s

of u m b ilic al -

C O r d bl o o d f r o m a n H L A-id e n tic al sib li n g ･ N ･

E n gl . J . M e d ･
,
3 2 l

,
1 1 7 4 -1 1 7 8 (1 9 8 9) ･

2 4) W a g n e r
,

J ･ E ･ : U m bili c a l c o r d bl o o d s t e m c e11

tr a n s pl a n t ati o n . A m . J ･ P e di a tr ･ H e m a tol ･/ O n c ol ･
,
1 5

,
1 6 9-1 7 4

(1 9 9 3) ･

2 5) V il m e r
,
E .

,
S t e r k e r s

,
G ･

,
R a h i m y ,

C ･
,
D e n a m u r , E ･

,

E li o n
,

J . ,
B r o y a rt

,
A ･

,
L e s c o e u r

,
B ･

,
T i e r c y , J - M ･

,

G e r o t a ,
J . & B l o t

,
P . : H L A - mi s m a tc h e d c o rd-b lo o d

tr a n s pl a n t a ti o n i n a p a ti e n t w ith a d v a n c e d l e u k e mi a ･

T r a n s pl a n t a ti o n
,
5 3

,
1 1 5 5 -1 1 5 7 (1 9 9 2) ･

2 6) W a g n e r , J . E .
,

B r o x m e y e r
,

H ･ E ･
,

B y r d
,

R ･
L ･

,

Z e h n b a u e r , B .
,
S c h m e c k p e p e r

,
B .

,
S h a h

,
N .

,
G riffi n

,
C ･

,

B i a s ,
W . & S a n t o s

,
G ･ W ･ : T r a･ n S Pl a n t a ti o n of u m b ilic al

c o r d bl o o d af t e r m y el o a b l a ti v e th e r a p y : a n al y s IS Of e n g r al t-

m e n t . B lo o d
,
7 9

,
1 8 7 4 -1 8 81 (1 99 2) .

2 7) R ei s n e r
,
Y .

,
K a p o o r

,
N .

,
H o d e s

,
M ･ Z ･

,
0

'

R eill y ,
R ･

J . & G o o d ,
R . A . : E n ri c h m e n t f o r C F U- C f r o m M u ri n e a n d

h u m a n b o n e m a r r o w u s in g s o yb e a n a g gl u ti ni n ･ B l o o d
,

59
,

3 6 0
-3 6 3▲(1 9 8 2) .

28) B r o u d y , V . C .
, L i n

,
N .

,
Z s e b o

,
K . M

り
B i r k e t t , N ･

C .
,
S m it h ,

K . A .
,
B e r n s t ei n

,
Ⅰ. D . & P a p a y a n n o p o u l o u

,

T ∴ I s ol a ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n of a m o n o cl o n al a n tib o d y

th a t r e c o g n iz e s th e h u m a n c- ki t r e c e p t o r ･ B lo o d ,
79

･
33 8 - 3 46

(1 9 9 2) .

2 9) I s c o v e
,
N . N . , S e n n

,
J . S .

,
T ill

,
J . E . & M c C u ll o c h ,

E . A . : C ol o n y f o m a ti o n b y n o r m al a n d l e u k e m i c h u m a n

b o n e m a r r o w c ells i n c u l at u r e : eff e c t of c o n diti o n e d m e di u m

f r o m h u m a n l e u k o c yt e s . B lo o d
,
3 7 , ト5 (1 9 7 1) ･

3 0) H o r it a
,
S .

,
K o i z u m i

,
S .

,
M i u r a

,
M .

,
N a k a r ai

,
T ･

,

S ai k a w a
,
Y .

,
K a t a y a m a

,
K . & T a n i g u c hi

,
N . : I m p air e d

a bility of T 4
+

ly m p h o c y t e s i n a c ti v e s t a g e of c o n g e n it al

h y p o pl a s ti c a n e m i a t o p r o m o t e i n vitr o g r o w th o f b lo o d

e r y th r oid b u r st f o r mi n g u n it s ( B F U- E ) . A c t a h e m a t ol ･ J P N ･
,

51
,
9 8 5-9 9 3 (1 9 8 8 ) .

31) G ei s s ie r
,
E . N . & R y a n

,
M . A . : T h e d o mi n a n t- W hit e

s p o tti n g ( W ) 1 o c u s of th e m o u s e e n c o d e s t h e c-kit p r o t o-

O n C O g e n e . C ell
,
55

,
1 8 5-1 9 2 (1 9 8 8) ･

3 2) T a n
,
J . C .

,
N o c k a

,
K .

,
R a y ,

P .
,

T r a t m a n
,

P ･ &

B e s m e r
,
P . : T h e d o m i n a n t W

42
s p o tti n g p h e n o ty p e r e s u lt

f r o m a mi s s e n s e m u t a ti o n i n th e c-kit r e c e pt o r ki n a s e .

S ci e n c e , 2 4 7 , 2 0 9 -2 1 2 (1 9 9 0) .

33) C o p el a n d
,
N . G .

,
G il b e r t

,
D . J . , C h o , B ･ C ■

,
D o n o v a n

,

P . J .
,
J e n k i n s

,
N . A .

,
C o s m a n , D .

,
A n d e r s o n

,
D ･

,
L y m a n

,

S . D . & W il li a m s
,

D . E . : M a s t c ell g r o w th f a c t o r m a p s

n e a r th e s t e e1 l o c u s o n m o u s e c h r o m o s o m e l O a n d is

d el e t e d i n a n u m b e r of s t e el a11 el e s . C ell
,
63

,
1 7 5 -1 8 3 (1 9 9 0) .

3 4) M a t s ui
,

Y .
,

Z s e b o
,

K . M . & H o g a n
,

B ･ L ･ M ･ :

E m b r y o n i c e x p r e s si o n of a h a e m a t o p oi e ti c g r o w th f a c t o r

e n c o d ed b y th e S 1 1 o c u s a n d th e li g a n d f o r c
-ki t ･ N a t u r e

,

39 1

34 7 , 6 6 7 - 6 6 9 (1 9 9 0) .

35) O r r
r U r t e g e r

,
A .

,
A vi vi

,
A .

,
Z i m m e r

,
Y .

,
G i v o l

,
I) ･

,

Y a r d e n
,
Y . & L o n ai

,
P . : D e v el o p m e n t al e x p r e s si o n of c

-

kit
,

a p r O t O
-

O n C O g e n e e n C O r d e d b y th e W l o c u s ･ D e v eI o p m e
-

n t , 10 9 , 9 1 ト9 2 3 (1 99 0) .

3 6) M a n o v a
,
K . & B a c h v a r o v a

,
R . F . : E x p r e s si o n of c -

ki t e n c o r d e d a t th e W l o c u s of mi c e i n d e v el o pi n g e r n b r y o n i c

g e r m c e u s a n d p r e s u m p ti v e m el a n o bl a s ts . D e v el o p m e n t al

B i ol o g y ,
1 46

,
31 2 -3 24 (1 9 91) .

3 7) M c N i e c e
,

Ⅰ. K .
,

L a n gl e y ,
K . E . & Z s e b o

,
K . M

R e c o m bi n a n t h u m a n s t e m c ell f a c t o r s y n e r g l S e S wi th

G M - C S F
,

G - C S F
,

I L -3 a n d E p o t o s ti m ul a t e h u m a n

p r o g e nit o r c ell s of th e m y e r oid a n d e r y th r oid li n e a g e s ･ E x p ･

H e m a t oI .
, 19 , 2 2 6- 23 1 (1 9 g l) .

38) B r o x m e y e r
,
H . E .

,
C o o p e r

,
S .

,
L u

,
L .

,
H a n g o c

,
G ･

,

A n d e r s o n
,
D .

,
C o s m a n

,
D .

,
L y m a n , S . D . & W i11i a m s

,
I) .

E . : E ff e c t of m u ri n e m a st c ell g r o w th f a c t o r (c- kit

p r o t o
-

O n C O g e n e lig a n d) o n c olo n y f o r m a ti o n b y h u m a n m a r r o w

h e m a t o p oi e ti c p r o g e n it o r c e11 s . B l o o d
,
7 7

,
2 1 4 2 -2 1 4 9 (1 9 91) ･

3 9) U li c h
,
T . R .

,
C a s ti1l o

,
J .

,
M c N i e c e , I L K り
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,

A I z o n a
,
C . P .

,
Y i n

,
S . & Z s e b o

,
K . M . : S t e m c ell f a c t or i n

c o m b in a ti o n wi th gr a n ul o c yt e c ol o n y
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,
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,
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B lo o d ,
8 1

,
1 4 35-1 44 1 (1 9 93) .

4 1) M i gli a c ci o
,

G .
,

M i g li a c c i o
,
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a g e a n d e r y th r oid p r o g e nit al : C O m P a r a ti v e a n aly sis of th e
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e r y th r oid n e e d d ir e c t i n t e r a c ti o n wi th s t e m

C ell f a c t o r f o r f u r th e r d e v el o p m e n t . B lo o d
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F .
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,
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,
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g r o w th f a ct o r s sti m u l a t e e r yth r o p oi e si s i n s e ru m - S u b s tit u t e d

u m bilic aI c o rd bl o o d c ult u r e s ■ E x p r H e m a t ol ･ 2 l , 2 5 -3 0 (1 9 9 3) .

5 7) K u r t ヱ
,

A .
,
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,
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,
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,
K .

,
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,
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,
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,
1 7 0 ト17 0 9 (1 9 8 9) .
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,

P . N . & A x el r a d
,
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i n s uli n lik e g r o w th f a c t o r l . B l o o d
,
7 8

,
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6 2) G l u c k m a n
,
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,
J o h n s o n - B a r r w tt

,
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,
B u tl e r

,
J .

H .
,
E d g a r

,
B . W . & G u n n

,
T . R . : S t u d ie s of i n s uli n
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g r o w th f a c t o r
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,
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,
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6 3) B e n n e t
,
A .

,
W il $ O n , D . M .

, L i u , F .
,
N a g a s hi m a

,
R .

,

R o s e n f eld
,

R . G . & H i n t z
,

R . L . : L e v el of in s uli n-1ik e

g r o w th f a c t o r I a n d Ⅱ in h u m a n c o rd b l o o d . J . C li n .

E n d o c ri n ol . M e t a b . , 4 8
,
6 0 9 -6 1 2 (1 9 8 3) .

6 4) 竹谷 良平 : イ ン ス リ ン 様成長因子 ‡ (IG F- Ⅲ) お よび そ の
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1 02

,

2 1 4-2 2 7 (1 9 93) .

6 5) M e t c a lf
t

D .
,

J o h n s o n
,

G . R . & M a n d e l
,
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of P e d 血 i c s
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･
1 0 3
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3 8 卜 3 93 (19 94)

K e y w o rd s ste m c ell f a ct o r ( S C F) ,
C qkit
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C O rd pl as m a
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C Or d b1 0 0d s te m c ell tr a n spl a n ta ti o n

F or th e p ur p o se of p r o vidi n g an e mi c h e d s o u r c e o f h e m op oi ed c st e m c ell s f o r c or d b l o o d ( C B) tr a n spl an t ati o n
･
C y t O kin e
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,
e X Vi v o

,
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r e C O m bi n a n t h um an i n terl e u ki n - 3 (Ⅰし3)

a n d r e c o m bi n a n t h um a n i n t erl e u ki n - 6 (I L - 6) ･
T h e c ult ur e m edi u m i n cl ud i n g c y t o ki n e s w a s c h a n g e d e v e ry 6 d a y s ･ A t e a c h
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C ells w er e h a r v e s te d a n d p r e p ar e d f o r h e m op o i e ti c pr o g e ni t o r as s a y s ･

A c ol o n y
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,
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c ol o n y f o mi n g u mi t of er y th r oi d (C F U - E) w er e a ss a y e d b y th e a d d iti o n of r e c o m bin an t h um an ery th r op oi et in ( E P O) ･ n le
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I L -3 + IL -6 + S C F ･
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t ot al c ell c o un t C O n ti n u o u sly in cr e as e d
,
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,
i ndic a tl n g
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