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ヒ ト骨髄細胞由来 の頼粒球
一

単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ系前駆細胞

くC F ひ G M l に対す るイ ン タ
ー

ロ イキ ン 6く工L －61 の役割 二

頼粒球 コ ロ ニ ー 形成刺激因子 くG － C S 円 と の 桔抗作用

金沢大学医学部小 児科学講座 く主任 こ 谷 口 昂教掛

片 山 啓 太

く平成 1 年2 月 3 日受付1

正 常 ヒ ト 骨 髄 額 粒 球
一 単 球ノマ ク ロ フ ァ

ー ジ 系 前 駆 細 胞 くc o l o n y f o rm i n g u n it9 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 a g e
，
C F U － G M ，の 増殖， 分化 に 対す る組み 換 え塾 ヒ トイ ン タ ー ロ イ キ

ン 6 tr e c o m b i n a n t h u m a n i n t e rl e u k in 6
，

r hI L －6，の作用 に つ い て 検 討し た ． 無血清培養下 で rh Iし6 単

独で は C F U － G M コ ロ ニ ー は 全く 形成 さ れ な か っ た ． つ ぎに 組み 換 え型 ヒ ト顆粒球 コ ロ ニ ー 形成刺激因

子 くr e c o m b i n a n t h u m a n g r a n ul o c yt e c ol o n y sti m ul a ti n g f a c t o r
，

r h G － C S Fl お よび組 み換 え 型 ヒ ト顆

粒 球 一 単球l マ ク ロ フ ァ
ー

ジ コ ロ ニ
ー 形 成 刺 激 因子 くr e c o m b i n a n t h u m a n g r a n u l o c y t e

－ m O n O C y t el

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
，

r h G M － C S F， と rhI L －6 と の 共同作用 に つ い て検 索 し た と こ

ろ
，

血清存在下お よ び無血清培養下 の 両方で
，

r hI L －6 は濃度依存性 に rh G － C S F に よ る C F U － G M コ ロ

ニ ー 形成 を抑制 し ，
r h G M － C S F に よ る C F U － G M コ ロ ニ ー 形成 に 対 して は影響 を及 ぼ さな か っ た ■ さ ら

に 造血幹細胞 を特 異的 に認識 す る と い わ れ る 抗 M y l O
マ ウ ス モ ノ ク ロ

ー ナル 抗体 を用 い て p a n ni n g 法

に よ り骨髄単核非付着細胞 よ り分離 した M y l O 陽性細胞分画 に つ い て検索 した と こ ろ
， 同様 の 結果が 得

ら れ た ． ま た骨髄単核非付着細胞 を あら か じ め rh l し6 と 前処 理 し ，
そ の 後 洗浄 し て 無血 清培 養下で

rh G － C S F あ る い は rb G M ． C S F を加 えた と こ ろ ，
r h G － C S F に よ る C F U － G M コ ロ ニ

ー 形成 は ， 培養液の

み で前処理 した も の と比較 して 抑 制 さ れ た ■ し か し
，

rh G M － C S F に よ る C F U－G M コ ロ ニ ー 形成 は

rhI L －6 前処理 に よ っ て 影響が み ら れ な か っ た － そ の r h I し6 と 前処 理 し た 時に み ら れ た rh G － C S F に よ

る C F U － G M コ ロ ニ
ー 形成 の抑制 は

，
高濃 度の rh G － C S F と 同時に 前処 理 す る こ と に よ り み ら れ なく

な っ た ． 以 上 の 結 果 よ り ．
正 常 ヒ ト骨 髄 細胞 由 来 の C F U － G M コ ロ ニ

ー 形 成 に お い て rh I し6 は

r h G － C S F の 作用 を抑 制 し
．

その 機序 と して
，

rh I し6 に よ り rh G － C S F 受容体の 発 現が抑制 さ れ た 可能性

が示 唆 され た ．

E e y w o rd s C F U － G M
，
I L －6

，
G － C S F

，
G M － C S F ， S e r u m －f r e e c ult u r e

19 6 1 年
，

T ill と M c C u ll o c h に よ る マ ウ ス 脾 コ ロ

ニ ー 法の 報 告
1，

以丸 造血幹細胞 の 研究は 飛 躍的 に 発

展 し
，
骨髄細胞を軟寒天 や メ チ ル セ ル ロ

ー ス な どの 半

流動培地 中で 培養 し
，

コ ロ ニ ー を形成さ せ る こ と に よ

り
，
i n vi t r o で の 造血幹細胞 を定量 的に 測定 す る方法

が 確立 され て い る
彿

． その 際 コ ロ ニ ー 形成刺激 因子

くc ol o n y sti m ul a ti n g f a c t o r
，
C S F l と 呼ばれ る 糖蛋白が

A b b r e vi a ti o n s こ A M L
，

a C u t e m y el o g e n o u s

必要 で あ り
，

す で に 3 種の 遺伝 子組 み換 え型の 因子が

ヒ ト マ ウ ス それ ぞれ に つ い て 精製 され て い る － すな

ゎ ち
，

ヒ トの 場合 は組 み換 え型 ヒ ト顆粒球 コ ロ ニ ー 形

成 刺 激 因 子 くr e c o m b i n a n t h u m a n g r a n ul o c yte

c ol o n y sti m ul a ti n g f a c t o r
，

r h G － C S 押
5l

， 組み 換え型

ヒ ト顆粒球 一 単球ノマ ク ロ フ ァ
ー

ジ コ ロ ニ
ー 形成刺激

因 子 くr e c o m b i n a n t h u m a n g r a n ul o c y t e
－ m O n O C yte1

1 e u k e m i a i B S A ， b o v in e s e r u m alb u m i n i

B S F ， 2
，
B c ell s ti m ul a t o r y f a ct o r 2 i C F U － G M

，
C Ol o n y f o r m i n g u n it s 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 a g ei C S F
，

C Ol o n y s ti m u l a tin g f a c t o r i F C S
，
f e t al c alf s e r u 町 I M D M

，
I s c o v e

7

s



ヒ ト骨髄 C F U ． G M に 対 する IL － 6 の 役割

m a c r o p h a g e c o l o n y s t m ul a ti n g f a c t o r ， r h G M －

C S F1
6 川

，
そ し て組み 換 え型 ヒ ト単球ノマ ク ロ フ ァ

ー

ジ

コ ロ ニ
ー 形成 刺激 因子 くr e c o m bi n a n t h u m a n m o n o －

c y tel m a c r o ph a g e c ol o n y sti m u l a ti n g f a c t o r
，

rh M ． C S F1
911 0 1

で ある ． ま た最近
，
各種イ ン タ ー ロ イ キ

ンの造血幹細胞 に 対す る 効果 も報告さ れ て い る
叩 2I

B 細 胞 刺 激 因 子 くB c ell sti m u l a t o r y f a ct o r 2
，

B S F －21 は もと も と レ ク チ ン ま た は抗原 で 刺激 さ れ た

単核球の培養上 浦中に 存在 し
，

B 細胞の 増殖 ， 分化の

最終段階に 作用 して 抗体産 生細胞 へ の 分化 を誘導す る

T 細胞由来の リ ン フ ォ カイ ン と して 同定 さ れ た
1引

． 最

乱 B S F －2 の C D N A が ク ロ
ー ン化 され

1 4l

． 他の サ イ ト

カイ ン と して 報告さ れ た 26k D a 蛋白
1 の

． イ ン タ
ー

フ ェ

ロ ンP 2くi n t e r f e r o n P a
16，

と の 同 一 性
，
お よ び ハ イ ブ リ

ド
ー

マ
． プラ ズ マ サイ ト ー マ 増殖因子

用
との 部分ア ミ

ノ 酸配列 の 同 一

性 が 確 認 さ れ た ． そ れ に 加 え て

BS F ． 2 はT 細胞 ， 肝細胞
， 神経細胞 ， 造 血幹細胞 に も

作用す る こ と が明 らか と な り
，
B S F －2 は 単に B 細胞 に

よる免疫グ ロ ブ リ ン 産生 の み で な く
，

さ ま ざま な細胞

の生育と分化 に 関与 し てお り ， 現在 で は イ ン タ
ー

ロ イ

キン6 くi n t e rl e u k i n 6
，
I し6I と統 一 呼称 さ れ て い る

1勒
．

I L －6 の 造血幹細 胞 に 対 す る 作用 は Ik e b u c hi ら に

よ っ て最初に 報告さ れ た
瑚

． それ に よ る と ヒ トIL －6 は

マ ウ ス の顆 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 m i n g u ni t s i n g r a n ul o c y t e
－

m O n O C y t e l
I

m a c r o p h a g e
，
C F U ． G M I の 増殖 を支持 し

，
正 常 マ ウ ス

牌細胞の培着で 多能性 幹細胞 お よ び芽球 コ ロ ニ
ー

の 形

成を支持し た ． 特 に イ ン タ ー ロ イ キ ン 3 くin te rl e u k i n

3
，
I し3I の マ ウ ス 多能性幹細胞の 増殖作 用 を相乗 的 に

刺激した ． と こ ろ が K oik e ら
20，
が無血清培養下 で 検索

した結果に よる と ．
I L － 6 単独 で は マ ウス C F U － G M お

よび多能性幹細胞 の 増殖 を支 持 し な か っ た ．

一 方 ，

W o n g ら
21，

は I L － 6 が マ ウス C F U － G M を直接刺激 し
，

芽球を含む い く つ か の コ ロ ニ ー 形成 を間接的 に 支持 し

た こと を報告 した ． し か し
，

H o a n g ら
22－

は 工L －6 は単

独で は と 卜造血幹細胞 に 対 す る効果 はな い と 報告 し
，

マ ウス と ヒ トで I L －6 の 作 用 の 異な る こ と が 示 唆 さ れ

た ．

本研究で は組 み 換 え 型 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 6

tr e c o m bi n a n t h u m a n i n t e rl e uLk i n 6
，
r h I L －6I の ヒ ト骨

髄 C F U － G M の 増 殖 に 対 す る 効 果 に つ い て
， 特 に

r h G ．C S F お よ び rh G M － C S F と の 相互 作 用 に つ い て検

221

討 した ．

材料 お よ び方 法

工
． 材 料

健康成人 有志
，

お よ び急性血小板減少性紫斑 吼 急

性白血病寛解期 く化学療法 終了後 のも の
， 継続 中の も

の を含む1 ， 骨髄移植後
，
先天性赤芽球療 な ど ， 顆粒球

系の 造血が ほ ぼ正 常と考 えら れ る患者の 骨髄血 を用 い

た ．

H
． 骨髄 細胞の 分 離

骨髄血 を胸骨 また は腸骨よ り ヘ パ リ ン 加採取 し
， リ

ン 酸緩 衝液生 理 食塩水 くp h o s ph a t e b u ff e r e d s a li n e
，

P B S l くP H 7 ． 21 で1 0 倍希 釈 し た後 ，
F i c o ll － H y p a q u e

O ym ph o p r e p ，
N y e g a a r d 8 t C o ．

，
O sl o

，
N o r w a yl に 重

層 し， 4
D

C 4 0 0 g で3 0 分 間遠心 した ． 中間層の単核細胞

を採取 し ，
P B S で 3 回洗浄後，

10 ％非働化牛胎児血清

tf et al c alf s e r u m
，
F C S H 三 菱化成 ， 東京ン を 含 む

R P M I 1 64 0 培 養 液 くGib c o
，

G r a n d I sl a n d
，

N Y
，

U S Aン に 浮遊 した ． つ ぎに 骨髄細胞 浮遊 液 を 3 x l O
6

個I m l の濃度で プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ く25 c m
2
ti s s u e

C u lt u r e fl a s kl くC o s t a r
，
C a m b ri d g e

，
M A S S

，
U S Al に

入 れ
，

3 7
0

C
，

5 ％ C O 2 存 在 下 で60 分 間培 養 し た ．

非 付 着細 胞 の み を 取 り だ し ，
I s c o v e

，

s m o d ifi e d

D ulb e c c o
，

s m e d i u m くI M D M H Si g m a C h e m i c al C o ．

，

S t ． L o u i s
，
M O

，
U S A J で 2 回洗浄後，

IM D M に 浮遊 さ

せ た ．

III ． 造血 因子

rh G － C S F は 中外製薬 よ り
，

r h G M －C S F は住 友製薬

よ り
， 組 み換 え型 ヒ トイ ン タ

ー

ロ イ キ ン 3 せe c o m
－

b in a n t h u m a n i n t e rl e u k i n 3
，

rh I L －3ン は U C L A の

D r － C ． H ． U itt e n b o g a a r t よ り ，
rh I し6 は大阪大学細

胞工 学 セ ン タ ー

の 平野 俊夫博 士よ りそ れ ぞれ供与 さ れ

た ． r hI L －6 は B S F －2 に 対 する cD N A を大腸菌 に 発現

さ せ
，

それ を純 化し て 得た も の で
，

そ の 特異的活性 は

5 ．2 X l O
6

u n i ts J
l
m g p r o t ei n で あ っ た ． 組み 換え 塾 ヒ ト

イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 a くr e c o m b i n a n t h u m a n i n t e r
－

1 e u k i n l a
， r h I L －1 a J くG e n z y m e

，
B o s t o n

，
M A S S

，

U S A I は
， その 特 異的活性は 10

包
u ni tsノm g p r o t ei n で

あ っ た ．

IV ． C F U － G M コ ロ ニ
ー 培葺 法

方法は 工s c o v e ら の 方法
乃，

を
一

部改変 し
，

1 X l O
5

個

の 骨髄単 核 非 付 着細 胞 を0 ． 8 ％ メ チ ル セ ル ロ
ー ス

m odifie d D ulb e c c o
，

s m e di u 町 P B S
， p h o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e ニ r h G ． C S F

，
r e C O m bi n a nt

h u m a n g r a n ul o c y t e c ol o n y s ti m ul a ti n g f a ct o r ニ r h G M － C S F
，

r e C O m bi n a n t h u m a 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 a g e c ol o n y sti m ul ati n g f a ct o r 三 r hI し1 a
，

r e C O m bi n a nt



2 2 2

くm e th yl c ell ul o s el くFi s h e r S ci e n tifi c C o ． ，
F ai r

L a w n ， N J ， U S A l ，
2 0 ％ F C S

，
1 ％脱イ オ ン 化牛胎児

ア ル ブ ミ ン くb o v i n e s e ru m al b u mi n
，
B S A H S i g m al ，

各種 の造血因子 を含 む I M D M l m l に 加 え
，

プ ラ ス

チ ッ ク ベ ト リ 皿 く24 w ell s ，
ti s s u e c ul t u r e pl a t el

くB e c t o n D i c k i n s o n 8 t C o m p a n y ，
L i n c o l n P a rk

，
N J ，

U S A l に 1 穴あ た り 0 ． 2 5 m l ず つ 分注 し た ， 培 養 は

t ri pli c a t e で 行 い
．
3 r C ，

5 ％ C O 2 湿潤下で 培養 し ，

培養7 日目 と14 日目 に そ れ ぞ れ倒立顕微 鏡に て
，

20 個

以 上 の 細胞 よ り なる 集団 を コ ロ ニ ー

と して そ の 数 を数

えた ． 実験 ごと の コ ロ ニ
ー 数 の ば ら つ き が 大 き い た

め ， 結果は ％ コ ン ト ロ
ー ル で 表示 し た ■ 無血 清培養法

を用 い た C F U － G M コ ロ ニ ー 培養 法は I s c o v e らの 方

法
飢 ，

に 準 じ
，

F C S の 代 わ り に 塩 化 第 H 鉄飽 和 ヒ ト

ト ラ ン ス フ ェ リ ン くt r a n sf e r ri n ． I r o n s a t u r a t edナ

． 一
．
．． 4 0 0

S

二

む

U

％
，

X

L

ヘ
ー

さ
1

0

－

つ

ニ

爪
H

U

n

U

n
U

n
U

3

ク
ー

くB o e h ri n g e r M a n n h ei m G m b H
，
W － G e r m a n y1 6 0 0

JL gノm l
，

ソイ ピ ー ン ． レ シ チ ン くし x
－

ph o s ph a tid yl c h ．

01i n el くSi g m al 1 6 0 jL gl m l
，

コ レ ス テ ロ
ー ル く和光純薬

工 業 ，
大阪I 9 6 JL gl m l を用 い

，
B S A

，
I M D M

，
メ チル

セ ル ロ
ー ス と と も に 培養 し た ． 形成 さ れ た コ ロ ニ ー

が

顆粒 球系 コ ロ ニ ー で あ る の か
，
単球ノマ ク ロ フ ァ

ー ジ

系 コ ロ ニ ー で ある の か の 判定は A g a r 法に よ っ た
251

．

す な わ ち
，

0 ． 3 ％ B a c t o
－ A g a r くDif c o L a b o r a t o rie s

，

D e t r oit
，
M 王C H

，
U S A l ．

2 0 ％ F C S
，

1 ％ B S A
， 骨髄

単核非付 着細 胞1 X l O
5

個ノm l
，
I M D M

，
r h G －C S F また

は rh G M － C S F を加 え て培養さ れ た コ ロ ニ ー

を寒天 ご

と ス ライ ドグ ラ ス 上 に 移 し
， 濾紙 で脱 水さ せ乾燥衡

エ ス テ ラ ー ゼ ニ 重 染色 を施 した ． ．仔．－

ナ フ チ ー ル プチ

レ ー ト エ ス テ ラ
ー

ゼ 陽性 の コ ロ ニ ー

を 単球ノマ ク ロ

フ ァ
ー ジ系 コ ロ ニ ー くM － C Ol o n yl ，

ナ フ ト ー ル A S －D

0 0 ．
1 0 ．3 1 3 1 0 30 0 0 ．

1 0 ．3 1 3 10 3 0

r h G －

C S F くn gノm 1 1
r h G M

－

C S F く n qノm い

C

0 0 ．1 0 ．3 1 3 10 30 0 0 ．O1 0 ．1 1 10 100

rh l ト3 くn g ルIIl o r rh l ト 6 t u nit sノm l l r h I L
－

1 CX く u nit sノm l l

F i g ． l ． D o s e r e s p o n s e c u r v e s o f v a ri o u s g r o w th f a c t o r s o n h u m a n b o n e m a r r o w

C F U － G M c ol o n y f o r m a ti o n ． C ol o n y n u m b e r s w e r e c o u n t e d o n d a y 7 く0 － 0 ，

亡H コ1 a n d d a y 1 4 く■ t
，

q J l ．
E a c h p oi n t s h o w s m e a n o f th e C F U － G M

c o l o n y n u m b e r g e n e r A t ed f r o m l X l O
5

b o n e m a r r o w c e ll s u si n g s e r u m
－f r e e

m e d i um i n t ri pli c a t e c ult u r e s ． B o n e m a r r o w c ell s w e r e c u lt u r e d w ith v a ri o u s

d o s e s o f rh G － C S F くAl ，
r h G M － C S F くBl ，

r h I L － 3 くC 三 0 － 0 ，
■ 一 書1 ，

r hI し6 くC i

ロ ー ロ ，■ － t l ，
a n d r b Iし1 ぽ の1 ．

h u m a n i n t e rl e u k i n l a こ rh I L ． 3
，

r e C O m b in a n t h u m a n in t e rl e u k i n 3 こ r h I L －6
，

r e C O m bin a nt

h u m a n i n t e rl e u k in 6 三 rh M － C S F
，

r e C O m b in a n t h u m a n m o n o c y t eノm a c r o p h a g e c ol o ny

s ti m ul a ti n g f a ct o r



ヒ ト骨髄 C F U － G M に 対す る IL －6 の 役割

タ ロ ロ ア セ テ
ー ト エ ス テ ラ ー ゼ 陽性 の コ ロ ニ ー

を顆粒

球系コ ロ ニ T くG －

C O l o n yl ， 両者の 混 合 した コ ロ ニ
ー

を

顧 粒 球 一 単 球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ 系 コ ロ ニ ー

くG M －

c ol o n yI と した ．

V ． M y l O 陽性 細胞 の 分 離

W y s o c k i ら
261

の p a n n i n g 法 に よ っ た ． ま ず
，
ヤ ギ抗

マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン くIg G ＋I g A ＋I g M ナ 抗 体

くaffi n ity p u rifi ed a n tib o d y t o m o u s e I g G ＋I g A ＋I g M

くH ＋L H G o a tj l くK i r k e g a a rd 8 t P e r r y L a b o r a t o
．

ri e s I n c ．
，
G aith e r s b u r g ，

M D
，
U S Aンを0 ．0 5 M ト リ ス 緩

衝液くP H 9 －引 で10 0倍希釈 し たも の を 100 X 2 0 m m の

組織培養皿 くti s s u e c u lt u r e d i shJ くC o s t a rl に 散布 し
，

室温で 3 時間静置後
，
P B S で静か に 3 回 洗浄 し た ．

山

九 2 旬 4 X l O
7

偶の 骨髄単核非付 着細胞 に 抗 M y lO

マ ウス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 くa n ti ． H P C A －1 亡h u m a n

p r og e n it o r c e11 a n ti g e nコJ くB e c t o n D i c k i n s o n

I m m u n o c yt o m et r y S y s t e m s
，

M o u n t a i n V i e w
，
C A

，

U S 朗 を1 X l O
6

個 あた り 5 メイl 加 え，
4

0

C で3 0 分間反

応させ
，

10 ％ F C S 加 R P M I 1 6 4 0 培 養液 で 3 回 洗浄

八
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後 ， あ らか じ め ヤギ 抗マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン で 前処理

さ せ てお い た組織培養皿 に 静か に 加 え
，

4
0

C で 2 時間

反応さ せ た ． 反 応後の 付 着細胞 を は が し
，

2 回 洗浄

後t
I M D M に 浮遊さ せ

，
M y lO 陽性細胞分画と し た ．

そ の 際 ， 細胞 の 一 部 を 取 り
，
fl u o r e s c ei n c o nj u g a t e d

I g G f r a c ti o n g o a t a n ti －

m O u S e I g G th e a v y 8 t li gh t

Ch ai n s s p e cifi c H C o o p e r B i o m e di c al I n c ．
，
M al v e m

，

P A
，
U S 封 を 二 次抗体と し て11 40 加 え

，
3 0 分間反 応後

洗浄 し ，
M y l O 陽性細胞 の比 率 を螢光顕微 鏡に て 確認

し た ．

VI ． 統計学 的検定法

得ら れ た成績 は
，

平均値士 標準偏差 また は標準誤差

で 示 した ． 平 均値 の 羞の 検 定に は
，

2 群 間の 場合 は

S t u d e n t
，

s t －t e St を
， 多群間で は 1 元配置分散分析後

，

D u n n e tt の 多重比 較法を 用 い
， p く0 ． 0 5 を有意 と した ．

成 績

工 ． 各造血 因子 の 濃度依存曲線

正 常 ヒ ト骨髄単核非付着細胞 に よ る C F U ． G M コ ロ

0 0 ．1 0
．3 1 3 1 0 0 0 ．1 0 ．3 1 3 1 0

r h l L 6 く u n i t s ，
r m l l

F i g ． 2 ． E ff e c t o f rh I Lr6 0 n h u m a n b o n e m a r r o w C F U ． G M c ol o n y f o r m a ti o n i n

S e r u m
－

C O n t ai n l n g C ul t u r e ． R e c o m b in a n t h I L －6 w a s a d d e d i n v a ri o u s

C O n C e n t r a ti o n s く0 ． 1 ． 1 0 u n it sl mi l t o th e b o n e m a r r o w C F U － G M c ol o n y a s s a y
S y S t e m W it h 5 n gJ m l o f r h G － C S F くAl o r rh G M － C S F くBJ ． C o l o n y n u m b e r s w e r e

C O u n t e d o n d a y 7 ほ封 a n d d a y 1 4 く口J ． 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 t a n d a rd e r r o r o f p e r c e n t o f c o n t r ol f r o m th r e e s e p a r at e e x p e ri m e n t s ． I n

C O n t r OI c u lt u r e s
，

W h i c h w e r e i n c u b a t e d w ith rh G －C S F o r rh G M － C S F al o n e
，
th e

a b s ol u t e c ol o n y n u m b e r s w e r e a p p r o x i m a t el y 3 0 0 0 n d a y 7 a n d 1 8 0 0 n d a y 14

i n b o th G － C S F －

O r G M － C S F －i n d u c e d C F U ． G M c ol o n y a s s a y ．

＋ ホ

p く0 ． 0 1 v s ．

C O n t r OI s b y o n e ． w a y A N O V A f o ll o w e d b y D u n n e tt
，

s m u ltipl e c o m p a ri s o n ．
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ニ ー 形成 に お ける 各造血因子 の 濃度依存曲線 を無血清

培養に よ り得 た く図 り ． 図 ト A
，
B に 示 さ れ る よ う

に
，

rh G － C S F お よ び rh G M － C S F は 濃 度 依 存 性 に

C F U － G M コ ロ ニ
ー 形成 を増強 し ，

1 0 n gl m l で 最大数

の コ ロ ニ
ー

形成 を得 たた め
，
以下の 実験 で は 最大数の

約80 ％の コ ロ ニ ー 形成 を得 る濃度 と考 え られ る 5 n gノ

m l の r h G － C S F
，

rh G M － C S F を使 用 し た ． 図 1 － C ，
D

に 示 さ れ る よ う に
，

r bI L －3 お よ び rb l し1 ぴ に つ い て

も 濃度依存 性 に コ ロ ニ
ー

を 形 成 し た が
，

そ の 数 は

rh G ． C S F や r h G M － C S F に比 べ て 少な く ， ま た個々 の

コ ロ ニ ー を形成す る細胞も 少な か っ た ． r bI し6 に つ い

て は 30 u n it sノm l まで 濃 度 を 増加 させ て も 全 く コ ロ

ニ
ー

は形成 し なか っ た ．

II
．

r h I L ．6 の r h G ． C S F お よ ぴ rh G M － C S F に 対

す る 作 用

血 清存在 下 の 培養 に お い て 一 定濃度 く5 n gノm lナ の

二
0
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u

O
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－
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訳
－

王

ひ

－

つ

山

U

r h G － C S F ま た は rh G M ． C S F 存在下 で
．

r h I し6 を濃度

を変 えて 加 え
，

そ の 共 同作用 に つ い て 検 索 し た ． 図

2 ． A に 示 さ れ る よう に
，

r h G － C S F の 存在下 に rhI L 6

を 付加す る と 濃度依存性 に C F U － G M コ ロ ニ ー

の形成

を抑制 し
，

1 u n itl m l 以 上の rh I L －6 で有意 であっ た ．

一 方 ， 図 2 － B に 示 され る よう に
，

r h G M － C S F に つ い

て は付加 す る rb l し6 の濃度 を変 えて も刺激効果も抑

制 効果も み られ な か っ た ■ ま た ，
7 日目 の コ ロ ニ ー

と

1 4 日目の コ ロ ニ ー との 間に 有意な差 は な か っ た 一 つ ぎ

に 同様 の 実験 を無血 清培養で 行 っ た ． 図3 ． A
，
B に示さ

れ る よ う に
，
血清存在下で の 結果 と 同様 に

，
rh lし6 は

濃度依 存性 に rh G ， C S F に 対 し て 抑制 的 に 作用 し ，

rh G M － C S F に 対 して は特 に 効果は み ら れ な か っ た ．

さ ら に p a n n i n g 法に よ り M y l O 陽性細胞 を分画 し
．

同様 の 実験 を 行っ た ． 形成 され た コ ロ ニ ー 数を比較す

る と
， p a n n i n g 法 に よ り C F U ， G M は約 5 倍に 濃縮さ

r h l L 6 く u n i t s J m 1 1

Fi g ． 3 ． E ff e c t o f r hI L －6 0 n h u m a n b o n e m a r r o w C F U － G M c o l o n y f o r m a ti o n i n

s e r u m
－f r e e c u lt u r e ． R e c o m b i n a n t h I L －6 w a s a d d e d i n v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s

く1 － 3 0 u n i t sl m 11 t o th e b o n e m a r r o w C F U － G M c ol o n y a s s a y s y s t e m w i th 5 n gl

m l o f r h G － C S F くAl o r rh G M － C S F くBl － C o l o n y n u m b e r s w e r e c o u n t e d o n d a y 7

く迅1 a n d d a y 1 4 くEjI ． 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 t a n d a r d e r r o r o f

p e r c e n t o f c o n t r ol f r o m th r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ．
I n c o n t r oI c ult u r e s

，
W hi c h

w e r e i n c u b a t e d w ith rh G － C S F o r r h G M － C S F a l o n e
，
th e a b s o l u t e c ol o n y n u m b e r s

w e r e 2 0 9 士32 くA
，
d a y 71 ，

1 6 4 士6 くA ，
d a y 1 41 ，

2 0 3 士3 くB
，
d a y 7l ，

a n d 1 6 2 士3 9 くB ，

d a y 14l ，
r e S p e C ti v el y ．

． ．

p く0 ． 0 1
，

．

p く0 ． 0 5 v s ．
c o n t r oI s b y o n e

－ W a y A N O V A

f oll o w e d b y D u n n e tt
，

s m ul ti pl e c o m p a ri s o n
．
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れたと 考え ら れ た ． 図 4 － A
，
B に 示 さ れ る よう に

，

M y l O 陽性細胞分画に つ い て も
，

r h I し6 は濃度依存性

に rh G ．C S F の 作用 を抑制 し ，
rh G M － C S F の 作用 に 対

す る 効 果 は み ら れ な か っ た ． つ ぎ に rh工し6 を

r h G －C S F あ る い は rわG M － C S F に 濃度 を変 えて付加 し

たときの C F U － G M コ ロ ニ ー 数 の 経時的変化 を調べ た

く図
－ 5I ．

C F U － G M コ ロ ニ
ー

数 は い ずれ も 4 日目 に は

少数で あり 7 日目 に 最大 とな り
，
以 後 は徐々 に 減少 し

た ． 従 っ て rh G ． C S F あ る い は rh G M － C S F に

rhI L
－ 6 を加 えた か ら と い っ て C F U － G M コ ロ ニ ー

が 形

成され る期間が短縮 す る傾 向は認め ら れ な か っ た －

一

九 従来 C F U － G M の 増殖
，
分化に 関与 して い る と報

告さ れて い る rh I し3 お よ び rhI L ．1 Lr を r h G － C S F あ

るい は rh G M ．C S F に加 え て
，
C F U － G M コ ロ ニ ー 形成

二
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三
u

O
U

－

0

訳
－

王

0

－

コ
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2 2 5

に 対す る効果を調 べ た結果が 図 6 お よび 図7 で あ．る ．

図 6 － A
，
B に 示 さ れる よ う に ， r hI L －3 は濃度依存性に

rh G －C S F と r h G M ． C S F の 両者の 作用 を増 強した ． ま

た 図 7 － A
，
B に 示 さ れ る よ う に

，
rh工し1 庇 は 0 ． 1

u n it sl m l の 低濃度で rh G － C S F お よび rh G M － C S F の

両者の 作用 を増強 し
，
1 0 u n it sl m l の 濃度 で は 特 に 刺

激効果も抑制効果も み られ な か っ た ．

1工l ．
rt lI し 6 に よ る 前 処 理 の rh G ． C S F お よ ぴ

rb G 加 － C S F に 対す る 効 果

つ ぎに rh I L － 6 の r h G － C S F に 対 する抑制作用 の 機

序 を検討す る た め に
， 骨髄単核非付 着細胞 を

一 定時

間
，

5 u n it sl m l の r hI し6 と反応さ せ
，
I M D M で 3 回

洗浄後，
r h G － C S F ま た は rh G M ． C S F を加 え た も の

と
，

r hl し6 を 付加せ ず工M D M の み と前処理 した も の

0 1 3 1 0 3 0 0 1 3 1 0 3 0

r h J L 6 く u n i t s J
J

m 1 1

Fi g ． 4 ． E ff e c t of rh I L － 6 0 n C F U － G M c ol o n y f o r m a ti o n w i th M y lO p o siti v e c e ll

e n ri c h e d p o p u l a ti o n o b t ai n e d f r o m h u m a n b o n e m a r r o w ． T o i n v e s ti g a te th e

di r e c t ef f e c t o f rh I し6 0 n G M －

C Ol o n y f o r m i n g p r o g e ni t o r c ell s
，
M y lO p o siti v e

C e11 s w e r e e n ri c h e d b y a p a n n l n g m e th o d a s d e s c rib e d i n M a t e ri a l s a n d

M e th o d s ． R e c o m b i n a n t h I し6 w a s a d d e d i n v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s u － 30 u ni tsl

m lJ t o th e b o n e m a r r o w C F U － G M c o l o n y a s s a y s y st e m w ith 5 n gl m l o f

rh G － C S F くAI o r rh G M － C S F くBl ． C ol o n y n u r n b e r s w e r e c o u n t e d o n d a y 7 く迅1

a n d d a y 1 4 くEjI ． E a c h v a l u e r e p r e s e n t th e m e a n 士 S t a n d a r d e r r o r o f p e r c e n t

O f c o n t r ol f r o m th r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n ts ． I n c o n t r oI c ul tu r e s
，

W h i c h w e r e

i n c u b a t e d w ith rh G － C S F o r rh G M － C S F al o n e
，
th e a b s ol u t e c ol o n y n u m b e r s w e r e

9 0 士5 くA
，
d a y 71 ，

1 0 4 士6 0 くA
，
d a y 1 4ン，

5 7 士3 6 くB ，
d a y 71 ，

a n d 7 5 士4 9 くB
，
d a y 1 4J ，

r e s p e c ti v el y ．

ホ ホ

p く0 ． 0 1
，

．

p く0 ． 0 5 v s ． c o n t r oI s b y o n e
－ W a y A N O V A f oll o w e d

b y D u n n e tt
，

s m u ltipl e c o m p a ri s o n ．
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と で 無血 清培養下に 形成 され た C F U － G M コ ロ ニ
ー 数

を比較 し た ． 表 1 に 示 さ れ る よ う に
，

r hl し6 と前処理

す る と ，
rh G － C S F に よ り形成 さ れ た C F U － G M コ ロ

ニ ー 数は有意 に 抑制さ れ た が
，

r h G M － C S F に よ り 形

成さ れ た C F U ． G M コ ロ ニ ー に つ い て は特 に 変化 はみ

られ な か っ た ． rh G － C S F 添加 で み られ た rh I し6 の 前

処理 に よ る抑制 は
，
30 分 間と い う 比 較的短時間の 前処

理 に お い て も認 めら れ た ． つ ぎに 骨髄単核非付着細胞

に 5 u n it s I
I
m l の rh I L － 6 と種 々 の 濃度 の rh G － C S F と

を 同 時 に 加 え て3 0 分間 前処 理 し
，

3 回 洗 浄 後 ，

rh G － C S F に よ る C F U － G M コ ロ ニ ー 形 成 を 無血 清培

養条件下で み た ． 表 2 に 示 さ れ る よう に
，

r b I し6 単独

に よる 前処理 で は C F U － G M コ ロ ニ
ー 形成が 抑制 され

たが
，

そ の抑制 は rh G － C S F と と も に 前処理 す る こ と

に よ り解除さ れ た ． す な わ ち ， 低 濃度 く0 ． 1 n gノ皿り の

rh G － C S F を前処理 の際 に加 え た 時 は C F U － G M コ ロ

ニ ー 形成 は 軽度 に 回復 した だ け で あ っ た が
， 高濃 度

く10 n gl m lJ の r h G － C S F を加 えた 時 は対照 と し た培養

液 の み と 前処 理 した時の コ ロ ニ
ー 形成に 近 い 数が 得 ら

れ た ．
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I V ． 形成 さ れ た コ ロ ニ ー の エ ス テ ラ
ー

ゼ 染色に よる

検討

軟 寒天 中に 形成 した コ ロ ニ ー

を寒天 ご と ス ライ ドグ

ラス 上 に 移 し ，
エ ス テ ラ

ー ゼ ニ 重染色 を施 した 結果を

表 3 に 示 す ． r h G － C S F 単独 で は ほ と ん ど顆粒 球系 コ

ロ ニ ー が 形成さ れ た の に 対 し
，

r h G M － C S F 単独では

単球ノマ ク ロ フ ァ
ー

ジ系 コ ロ ニ
ー

が 5 ％ ル 8 ％ をしめ

た ． また
，

rb l L t 6 を加 え て も 額粒 球 系 コ ロ ニ ー

と単

球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ系 コ ロ ニ ー の 比 率 は 有 意 に変化し

た と は い え な か っ た ．

考 集

ヒ トの造血 幹細胞 に 対す る 1 し6 の 効果 に 関す る報

告 は少 な い
． L e a r y ら

2n
は ヒ トI L ． 6 が I L ．3 と相乗的

に 作用 して ヒ ト芽球 コ ロ ニ ー

の 増殖 を支持す る ことを

報告 した ． ま た H o a n g ら
丑1
は rh l し6 の 急性骨髄性白

血病 くa c u t e m y el o g e n o u s l e u k e m i a
，
A M Ll の 患者の

末梢血 の 芽球 前駆細胞 に 対 す る効果 に つ い て調べ たと

こ ろ
，
単独 で は ほ と ん ど効果 は な く ，

G M － C S F または

1 し3 と の相乗作用で A M L 芽球 コ ロ ニ ー の形成 を刺
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激し 仁
正常骨髄細胞 に お ける C F U － G M に つ い ても 同

様の 相乗効 果 が み られ た と 報 告 し た ． 著 者 は ま ず

rhI L －6 の 正 常 ヒ ト骨髄 C F U － G M コ ロ ニ ー 形成 に 対す

る効果 に つ い て調 べ た が
， 図 1 に 示 す と お り濃度 を増

加させ て も rh I L － 6 は全く C F U － G M コ ロ ニ ー を形 成

しなか っ た ． 従 っ て I し6 単独に よ る C F U － G M の 刺激

効果はな い と考 え られ た ． つ ぎに 単独で 正 常 ヒ ト骨髄

C F U － G M コ ロ ニ ー 形成 を 支持す る rh G － C S F お よ び

rh G M － C S F に
，

rh I し6 を濃度 を変 えて 付加 し そ の 効

果をみ たと こ ろ
，

血清存在下で は 図2 に 示 すよ う に
，

rhI L － 6 は濃度依存性 に rh G － C S F の 作用 を抑制 し
，

一

方 rh G M － C S F に 対 し て は効果を示 さ な か っ た ． つ ぎ

に血清中に 含ま れ る微 量の C S F と の 反応の 可能性 を

取り除く た め に 無血滞培養で行 っ て み た が
， 図 3 に 示

すよう に 同様の 結果が 得ら れ た ． 以 上 よ り rb I し6 に

は ヒ ト 骨 髄 C F U ． G M コ ロ ニ ー 形 成 に お い て
，

血G －C S F と桔抗す る 機序が 存在 す る こ と が 示 唆 さ れ

た ． その 可能性を確 か め る た め に
，
まず rh ル 6 との 前
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処 理 の 実 験 を 行 っ た ． 細 胞 を
一

定 時 間 十 分 童 の

rh工L －6 と 反応 さ せ
．

そ の 後3 回 洗浄 し
． 培養 液 中の

rh I し6 を取り 除い た状態で rh G ． C S F ま た は rh G M －

C S F と 反 応さ せ C F U － G M コ ロ ニ ー

形 成 をみ た ． そ の

結果 ， 表 1 に 示 さ れ る よう に rh I L －6 と 前処理 し て

rh G － C S F を加 える と ， rh I L －6 をカロえ なか っ た も の に

比べ て C F U－G M コ ロ ニ ー 形成 は有 意に 抑制 さ れ
，

rh G M － C S F に 関 して は変化は な か っ た ．
つ ぎ に

，

一

定

濃度の rh l し6 に 種 々の 濃度 の rh G － C S F を混 合 して前

処理 を 行い
， その 後 rh G － C S F に よ る C F U ， G M コ ロ

ニ ー 形成 をみ たと こ ろ
．
表2 に 示さ れ る よう に 高濃度

の rh G －C S F を加 え て 前処理 し たも の で は
，

r h I し6 の

前処 理 に よ る 抑制 は 消失 し た ． 以 上 の 結 果 よ り ，

rh I し6 が C F U － G M ま た はさ ら に 未分化 な造血幹細胞

の
，

r h G － C S F 反 応性 を低下さ せ た可 能性が 示 唆さ れ

た ．

H i r a n o ら
1 4，

は I し6 くB S F ．2I の ア ミ ノ酸 レ ベ ル の 構

造 を決定 した ． そ れ に よ る と ヒ ト工し6 は184 偶の ア ミ

0 0
．
1 1 1 0 0 0

．
1 1 1 0

r h l L 3 く n g J m I I

F i g ． 6 ． E ff e c t o f rh I し3 0 n h u m a n b o n e m a r r o w C F U － G M c ol o n y f o r m a ti o n i n

S e r u m－f r e e c u lt u r e ． R e c o m b i n a n t h I し3 w a s a d d e d i n v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s

く0 ． 1 －1 0 n gl m り t o th e b o n e m a r r o w C F U － G M c ol o n y a s s a y s y s t e m wi th 5 n gl mi

Of r h G － C S F くA I o r r h G M － C S F くBl ． C o l o n y n u m b e r s w e r e c o u n t e d o n d a y 7 くtal

a n d d a y 1 4 忙甘 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 t a n d a r d e r r o r of p e r c e n t

Of c o n t r o l f r o m th r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ． I n c o n t r oI c u lt u r e s ，
W hi ch w e r e

i n c u b a t e d w i th r h G － C S F o r r h G M － C S F al o n e
，
th e a b s ol u t e c ol o n y n u m b e r s w e r e

1 34 士 4 9 くA ，
d a y 7I ，

2 7 士5 くA
，
d a y 1 4ン，

6 3 士1 2 くB ，
d a y 7l ，

a n d 7 0 士2 くB
，
d a y 1 41 ，

r e s p e c ti v el y ．

＋ ＋

p く0 ． 0 1
，

ホ

p く0 ． 0 5 v s ． c o n t r oI s b y o n e
．

w a y A N O V A f o1l o w e d

b y D u n n e tt
，

s m u lti pl e c o m p a ri s o n ．



2 2 8

ノ 酸よ り な る 分子 量210 0 0 の 蛋白 で
．

さ ま ざ ま な 造血

因子 と 構造 を比較 した と こ ろ ，
G － C S F と の み有 意 な

一 次構造の 類似性が み ら れ た
弔

く図 8 － Aう．
つ ま り ル 6

と G － C S F が ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で25 ． 7 ％の
一 致 を認 め ，

特 に シ ス テ イ ン が 完 全 に
一 致 し て い た ． ま た ，

Y a s u k a w a ら
281

は I L － 6 の 染色体遺伝子 を単離 し
，

そ

の 構 造 を決定 した ． それ に よ る と 1 し6 の 染 色体遺 伝

子 は 5 つ の エ ク ソ ン と 4 つ の イ ン ト ロ ン で 構成 さ れ て

い る ． G － C S F も 同様 の エ ク ソ ンJ イ ン ト ロ ン 構成 を示

し
，

ま た エ ク ソ ン の 長 さ が よ く
一 致 して い た

かI

く図

8 － B ト 本研究 に お け る rhI L －6 と rh G － C S F と の 桔抗

作 用の機序 と し て
， 以上 の よ う な 工し6 と G － C S F と の

構 造の 類似性 よ り ， 造血幹細胞 に お け る それ らの 受 容

体 を介 して の 相互 作用の 可能性 も考 え られ た ． 王し6 の

受 容体 に つ い て は T a g a ら
301

が
，

125

I 一 棟識 rI L － 6 を用

い て解析 を行い
，
I し6 受容体 は種 々 の細胞株 で発現 し

て お り
，
I L －6 受容体が I し6 と の み 結合 し

，
G ． C S F と

は結合 し な い こ と を示 した ． しか し逆に
，
G － C S F の受

二
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0

容体 に G － C S F の み な ら ずI し6 も結合す るか どう かは

報告が な く 不明で ある ．

一

般 に 造血 因子 は
， 棲的細胞

表面 に 存在す る特 異的 な受容体 へ の 結合 を 介して 作用

す る と考 え られ て い る ． 各分化段階の 造血 幹細胞には

ふ つ う ，
い くつ か の 造血因子 に 対す る受容体が 同時に

存在 し
，

あ る造血因子 と受容体 と の 結合が 他の 受容体

の発現 を抑制 くd o w n
－

m O d u l a ti o nl す る こ と が 報告さ

れ て い る
all

． それ に よ る と
，
造血 幹細胞 の 分化の よ り

初期 に 作 用 す る造 血 因 子が
， よ り後期 に 作用 する造血

因子 の 受容体の 発 現 を 制御 し て い る が
， 本研究の場

合 ，
工し6 と その 受容体 との 結合が G ． C S F 受 容体の発

現 を抑制 した た め に rh G － C S F に よ る C F U － G M コ ロ

ニ
ー

形 成 を 抑 制 し た 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ． 今後

C F U ． G M の I L － 6 お よ び G － C S F 受容体の詳細な研究

が 必要 と さ れ る が ， 現 在 の と こ ろ高 度 に 純化さ れた

C F U － G M 分画の 採取が 困難な こ と が 障壁 と な っ てい

る ． 本研究 で 試 み られ た抗 マ ウス M y l O モ ノ ク ロ
ー

ナ

ル 抗体 を使 用 した p an ni n g 法に よ る未 分化 な幹細胞
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の 濃締 ，
純化 も充分 で は な か っ た ．

造血幹細胞の 研究 を す る際 ，
い く つ か 解決 す べ き問

題が あ る ．

一 般 に 培養に は血 清を15－30 ％添 加 す る ．

と こ ろが 血 清 に は未知 の 物質 や造 血 因子 が 含ま れ て い

る た め に
， 純化 され た造 血 因子 を使 用 した と して も そ

の 相互 作用 の 影響が 考 えら れ
，

正 確 に 造血 因子 の 作 用

を あら わ して い る と はい い 難い ． その た め
，
血清の 代

わ り に 比 較的組成の は っ き り した血清成 分や物質で代

替 しよ う と す る無 血清培養 法が
，

1 9 7 6 年 の G uilb e tt

ら の 報告
先一

に 端 を発 して 行わ れ る よ う に な り本研究に

お い て も い く つ か の 実験 を 無血 清培 養 を用 い て 行っ

た － その 結果
，
図2 お よ び 図3 に 示 さ れ る よう に

， 血

清 を含 む培養 で も 無血 清培糞 で も 同 じ傾 向が 得られた

た め
， 本研究で 用 い ら れ た血 清の 影 響 は無視 で きるも
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ヒ ト骨髄 C F U ． G M に 対する I し6 の 役割

のであ ると 考え られ た ．
つ ぎ に 補助 細胞 くa c c e s s o r y

c ell sl の 問題に つ い て 考え て みる と
， 正 常の 骨髄細胞

に含まれ て い る 造血 幹 細胞 は わ ずか で あ り ， そ の 生

育，
分化に は残 りの さま ざま な種類の 細胞が 影響 しう

る ． たと え ば単球 か ら I L －1
，
G M － C S F

，
M ， C S F が産生

さ れた り
瑚

，
T 細胞が 幹細胞に 作用 し た り

叫

，
I し1 が

線維芽細胞 や 血 管 内皮 細胞 に 働 き CS F を放 出さ せ

る
珊

な どの 報告が し ば し ばみ ら れ て い る ． 本研 究 の

すべ ての 実験で 骨髄単核細胞 よ り プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス

コ によ る付着細胞の 除去を行 い
， 非付 着細胞 の dr－－ナ

プ チル プ チ レ ー

ト エ ス ラ ー ゼ 陽性細胞 は 2 ％以 下 で

あっ たが ， わ ずか に 残存 す る単球の影響 は常 に 考 え て

おく必要が ある ． ま た T 細胞の 除去は行 わ な か っ た ．

繍助細胞の 影 響を取 り 除く ため に
， 抗 M y l O マ ウ ス モ

ノク ロ
ー

ナ ル 抗 体 を用 い て 造血幹 細胞 の 純 化
， 濃縮

くe n ri ch m e n tl を行 っ た ■ こ の 抗体は未熟 な じ 卜骨髄細

胞株 K G －1 a の 細胞 を マ ウス に 免疫 して 得ら れ た も の

で ，
ヒ ト造血幹細胞 を認識す る と い われ て い る

叩
． そ

のため M y l O 陽性細胞分 画で は造血幹 細胞 が 濃縮 さ

れ
，

コ ロ ニ
ー 形成が 増強す る と され て い る

明

今回 の

実験で は p a n n i n g 法 に よ り M y l O 陽性細胞分画 を採

取 し ，
r h G － C S F ま た は rh G M ． C S F に 対 す る

rbI し6 の効果に つ い て 調 べ たと こ ろ
， 図 4 に 示 さ れ る

よう に M y l O 陽性 細胞 で も rh G － C S F と r hI し6 は

CF U － G M コ ロ ニ
ー

形成 に 対 して桔抗的 に 作用 し た ．

M y lO 陽性細胞 の比率 を螢光顕微鏡 で 調 べ る と
， 骨髄

単核非付着細胞中の M y l O 陽性細胞 は 平 均 2 ％で あ

る の に対 し
， p a n n i n g 法に よ り20 － 2 5 ％ に 濃縮さ れ た ．

しか し
，

それ 以上 の 濃縮 は難 しく
， 補助細胞 の 影響 を

完全に取 り除い た と は 言え なか っ た ．

造血幹細胞の 多く は G o 期と 呼ば れ る細胞 周期 中の

静止期に あ る ． これ ら の 造血 幹細胞 に お い て
，

い っ た

ん活発な増殖 が開始 され G o 期 を離れ ると
，

さ ま ざ ま

な段階く1i n e a g eI の 造 血 因子 の 影響 を受 け ， 次 々 に 増

軋 分化 をお こ し て く る こ と に な る ． 小 川
叫

は造血 因

子をつ ぎの 3 つ に 分類 した ．

一

つ は分 化段階後期の 造

血幹細胞 に 作 用 し
， 各血 球選 択 的 に 働 く 因子 く1 a t e －

a c t in g ，
1i n e a g e

－

S p e Cifi c f a c t o r sJ で あ り
， 第 二 は分 化

段階初期の 造血 幹細胞 に作 用 し
， 血 球非選択的 に 働く

因子くe a rl y
－

a C ti n g ，
1i n e a g e

－

n O n
．

S p e Cifi c f a c t o r sJ で あ

り
， 第 三 は 静 止 期 の 幹細 胞 に 働 く 因 子 で あ る ．

G －C S F は無血清培養下 で は純粋 な顆 粒球 コ ロ ニ ー

の

みを形 成する こ と か ら
41，

，
1i n e a g e

－

S p e Cifi c f a c t o r と 考

えられ て お り
，

そ の ほか M － C S F や エ リ ス ロ ポ エ チ ン

もこれ に 属す る ． G M － C S F は造血幹細 胞 の 発達 中 間

段階を支持す る と考 え られ
，

ヒ ト骨髄細胞 で 顆粒 軌

231

単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジの 混 合す る コ ロ ニ ー

を形成 す る ．

最近 rh G M － C S F は さま ざまな タイ プの 単
一

お よ び 多

能性くm ultili n e a g el の コ ロ ニ ー

の 形成や エ リ ス ロ ポ エ

チ ン の 存在下 で 赤芽球系 コ ロ ニ ー の 形成も 支持す る と

い う 報告 朋
が み ら れる ． この こ と よ り G M － C S F の 標

的細胞に は 多能性幹細胞 をも含 む こ とが 示唆 され る ．

S o n o d a ら
瑚
は G M － C S F 単独 ， あ る い は G M － C S F と

1 し3 と の 共同作用 で は 十分 な コ ロ ニ ー

形 成 を み な

か っ た が
，
li n e a g e

－

S p e Cifi c f a c t o r であ る G －C S F や エ

リ ス ロ ポ エ チ ン を加える と 著明 に コ ロ ニ ー 形成が増 強

され る こ と を無血 清培養下 で 観察 した ． こ の こ と よ り

G M － C S F は成熟の 最終段階よ りも む し ろ造血 幹細胞

の 発達の 初期段階に 主と して働き
， 前駆細胞の 増殖 を

支持す る こ と が 示唆 され た ． I L －3 は もと もと 1hl e ら

に よ り ヌ ー

ド マ ウ ス 脾細胞 で20 ぽ ス テロ イ ド脱水素酵

素の合成 を誘導す る因子 と して定義さ れ
偵，

，
そ の 後未

分化な造血 幹細胞 に 働く 多能性コ ロ ニ ー 形成刺激因子

くm ul tトCS Fl と して の 作 用 を有 す る こ と が 明ら か と

な っ た
咽

． S ロd a ら
欄

は マ ウ ス 多能性幹細胞 の 培養 で

工し3 を遅 らせ て 添加 した と こ ろ芽球 コ ロ ニ ー 数 は減

少し たが
，

そ の 増殖， 分化の 性質 は全く 変化 しな か っ

た こ とか ら
，
i し3 はす で に細胞周期に 入 っ た多能性幹

細胞の 持続 的な増殖は支持す るが ， 細胞周期 に 入 れ る

た めの 引き金 に はな ら な い と 考 え た ． ま た P a q u e tt e

ら
481

はI L －3 が h G ． C S F
，
h G M － C S F と相乗的に 働 い て

C F U － G M コ ロ ニ ー 形成 を刺激 した こ と を報告 した が
，

こ れ は IL －3 に よ る C F U － G M の 支 持 に 1i n e a g e
．

S P e Cifi c f a ct o r が 必 要で ある こ と を示唆 し
，

こ の こ と

よ り 王し3 は造血幹細胞の 発達後期の 成熟過程 は 支持

しな い と考 えら れ た ． S ta nl e y ら
側 ，

は と 卜膀胱 癌細胞

株563 7 の 培養上 帯中に 存在し
，

マ ウ ス造血 幹細胞 の 増

殖 を 工し3 と 相乗的 に 支持 する 作用 の あ る b e m o p o ト

e ti n
－1 を報告し ，

M o c h i z u k i ら
51，

は h e m o p oi e ti n － 1 が

I L l a と 同 一 の 物質で あ ろ う と 報告 し た ． Z s e b o ら
S2，

は h e m o p oi e ti n
．1 は単独で は コ ロ ニ ー 形成 を刺激せ

ず ，
工し3 の 未分化な造血 幹細胞 に 対する作用 を増強す

る こ と か ら，
h e m o p oi e ti n

－1 はI し3 に 反応 する 細胞 よ

りも も っ と 未分化 な 多能性幹細 胞 に 作用 し
． 細胞 の

C S F 反応性獲得 に 寄与 する の で は な い か と 考え た ．

以 上 の こ と を 考慮 し
， 本 研究 で は rh ル 6 と と も に

rhI L －3 ，
r hI L － 1 a の 作用 も 検討 し た が

，
rh G－C S F と

r hI L －6 と で み ら れた 指抗作用 は rhI L ．3 や rh I L － 1 a で

は認 めら れ な か っ た ． I k e b u c h i ら
19，

は マ ウス の 未分 化

な芽球 コ ロ ニ ー

の 出現は ル 6 が 存在 する と
，

ル 3 単

独 の 時よ り も か な り早期に み ら れ
，
個々 の コ ロ ニ ー の

増殖速度に は変化は み ら れ な か っ た こと か ら
，
1 し白が
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マ ウス 造血幹細胞の G o 期 を短 縮 して い る と考 えた 一

の ち に G ． C S F もI し3 と 相乗的 に作 用 して 造血 幹細胞

の G o 期を短縮 し
， 多能性くm ul til in e a g el コ ロ ニ

ー の

出現 を早期 に した と の 報告が み られ た
郵

． 従 来 の 報告

と本研究 の結果 を加味し て
， 図9 に 示 す よう な 額粒球

一 単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ系の造血 幹 細胞 の 分化 と種 々

の造血因子 の標 的細胞 を あ ら わ す モ デ ル が 考 え ら れ

た ．

I n v i v o の造血 系 に つ い て は は る か に 複雑で あ る と

考え ら れる ． 骨髄造血微細環境 と し て骨髄中に は さ ま

ざま な補助細胞が存在 し
，

それ が 直接 に
， ある い は 間

接的に 造血 に 影響 を及 ぼ し
，

ま た造 血 因子 に つ い て

も
，
多く の 因子 の相互作 用の結果 と して造血 幹細胞の

分化
，
増殖 が表現さ れ て い る は ずで あ る ． 生体 で の サ

イ ト カイ ン の複雑 なネ ッ トワ
ー

ク の解明 と造血 因子 の

臨床応用 に 向け て
，

i n vi t r o に お ける研究 の重 要性が

再認識さ れ た ．

結 論

rhI L －6 の 正 常 ヒ ト骨髄 C F U － G M に 対す る効果 を
，

単独の 場合 と rh G － C S F あ る い は rh G M － C S F と の 共

同作 用と で検索 し
，
以下 の結論 を得 た －

1 ． 無血清培養下で ，
rb m － 6 は単独で は全 く正 常 ヒ

ト骨髄 C F U － G M コ ロ ニ ー 形成 を刺激 しな か っ た ．

2 ． r hI L ，6 を 濃 度 を 変 え て rh G － C S F ま た は

rh G M ． C S F に 加 え ，
C F U － G M コ ロ ニ ー 形成 に 対す る

効果 をみ た と こ ろ
，

r h G － C S F に 対 し て は 0 －3 0 u n it sl

mi の 範囲で 濃度依存性 に C F U － G M コ ロ ニ
ー 形 成 を

抑制 し
，

rh G M － C S F に対 して は影 響 を 及 ぼ さ な か っ

た ． 血清存在下 ， 無血清培 養条件下 ，
M y l O 陽性細胞

Fi g ． 9 ． A s c h e m a ti c m o d e l o f diff e r e n ti a ti o n of

m y el o id h e m o p o i e ti c st e m c ell s ．

分画 を用 い た時 の い ずれ に お い て も 同 じ傾 向が みられ

た ．

3 ． r h I L －6 を r h G － C S F また は rh G M － C S F に 加え

て も C F U － G M コ ロ ニ ー が形成 さ れ る期間 は短縮しな

か っ た ．

4 ． rh G － C S F は ほ と ん ど顧粒球系 コ ロ ニ ー の 形成

を支持 し
，

rh G M － C S F は
一 部単球l マ ク ロ フ ァ

ー

ジ系

コ ロ ニ ー の形成 も支持 し たが
，

rb I し6 との 共同作用 に

ょ っ て 形成 さ れ る コ ロ ニ ー の形態 に 特 に 変化 はみられ

な か っ た ．

5 ． rh工し6 と短時 間 く30 分 間1 前処理 した 骨髄細胞

で
，

r h G － C S F また は rh G M － C S F に よる C F U － G M コ

ロ ニ ー 形成 を 無血 清 培養下 で み た と こ ろ
，

rh G － C S F

に よ る C F U ． G M コ ロ ニ ー 形成 は培養液の みで 前処理

した も の と比 較 して 有意 に 抑 制 さ れ
，

r h G M － C S F に

ょ る C F U － G M コ ロ ニ
ー 形成 に は影響 を及 ぼ さなか っ

た ． また その 抑制 は高濃度の rh G － C S F を加 えて前処

理 す る こ と に よ り消失 し た ．

以 上 よ り ，

一正 常 ヒ ト骨髄 C F ひ G M コ ロ ニ
ー 形成に

対 す る rh G － C S F と r h I し6 の 桔抗作 用は ，
r hI L －6 の

C F U ． G M に お け る そ の 受容体 と の結合が ，
G ． C S F 受

容体の 発現を 抑制 した こ と に よ る機序 が 可能性と して

考 え られ た ．
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，
R －

M
り

C l a r k
，
S ． C ．

，
I k eもu c bi

，
R ． 鹿 O g a w a

，
M ． ニ

S ti m ul a ti o n o f m u ri n e h e m o p oi eti c c ol o n y f o r m a
，

ti o n b y h u m a n I L － 6 ． J ． I m m u n o l ． ，
1 4 0

，
3 0 4 0 －3 0 4 4

く19 8 即．

2 2I E o 礼 n g ， T ．
，

E a m a n
，

A ．
，

G o n c al Y e S ，
0 ． ，

W o n g ，
G ． G 一 息 C l a r k

，
S ． C ． ニ 1 n t e rl e u k i n ，6

e n h a n c e s g r o w th f a ct o r
－ d e p e n d e n t p r olif e r a ti o n o f

t h e b l a s t c ell s o f a c u t e m y el ob l a sti c l e u k e m i a ．

Bl o o d
，
7 2

，
2

，
82 3 － 8 26 く19 8 即．

三朝 I s c o Y e
，

N ． N ．
，
S e n n

，
J －

S ．
，

T ill
，

J ． 軋 ． 鹿

M c C u ll o c h
，
E ． A ． ニ C o l o n y f o r 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 m a r r o w c ell s i n c u lt u r e ニ

E ff e c t o f c o n di ti o n e d m e d i u m f r o m lm m a n

l e u k o c yt e s ． B l o o d
，
3 7 ，

1 －5 く1 9 71J ．

2 4I I s c o v e
，
N ． N ．

，
G u il b e r t

，
L ． J ． 鹿 W e y m a n

，

C ． こ C o m pl e t e r e pl a c e m e n t of s e r u m i n p ri m a r y

c u lt u r e s o f e r y th r o p o i e ti n
－d e p e n d e n t r e d c ell

p r e c u r s o r s くC F U － El b y a lb u m i n
，

tr a n Sf e r ri n
，
i r o n

，

u n s a t u r a t ed f a t ty a cid
，
1 e c ithi n a n d ch ol e st e r ol ．

E x p ． C ell R e s ．
，
1 2 6

，
1 2 1 －1 2 6 く19 801 ．

2 51 K oi z u mi
，

S ． ，L Y a m a g a m i ， M ．
，

M i11 r a
，

M ．

，

1l o ri t a
，
S ．

，
S a n o ．

M ．
，

l k u t a
，

N ． 及 T a n i g u c h i ，

N ． ニ E x p r e s si o n of I a －1ik e a n ti g e n s d efi n e d b y

m o n o cl o n a 1 0 K I a l a n tib o d y o n h e m o p o i e ti c

p r o g e n it o r c ell s i n c o r d b l o o d こ A c o m p a ri s o n w ith

h u m a n b o n e m a r r o w ．
B l o o d

，
6 0

，
4

，
1 0 46 －1 0 4 9

く19 8 21 ．

2 6I W y s o c k i
，

L ． J ． 及 S a t o
，

V ． L － こ
一．

P a n ni n g
，，

f o r l y m p h o c y t e s こ A m e th o d f o r c ell s el e cti o n －

P r o c ．
N a tl ． A c a d ． S c i ． U S A

，
7 5

，
6

，
28 44 －28 48

く19 7 81 ．

2 7I Le a r y ，
A ． G ． ，

I k e b u c h i
，

K ．
，

H i r ai
， Y ．，

W o n g ，
G ． G ．

，
Y a n g ，

Y － C ．
，

C l a r k
，

S － C ． 盈

O g a w a
，
M ． こ S y n e r gi s m b e t w e e n i n t e rl e u k i n －6 a n d

i n t e rl e u ki n － 3 i n s u p p o r ti n g p r o lif e r a ti o n o f h u m a n

h e m a t o p o i e ti c s t e m c ell s こ C o m p a ri s o n w ith

i n t e rl e u k i n
－1 a ． B l o o d ，

7 1
，
6

，
1 7 5 9 －1 7 6 3 く19 8 8l ．

2 8I Y a s u k a w a
，

K ． ，
H i r a n o

，
T ．

，
W a t a n a b e ， Y ．

，

M u r a t a n i
，

E ． ，
M a t s u d a

，
T ． I N a k ai

， S 一 息

E i sh i m o t o
，
T ． こ S t r u ct u r e a n d e x p r e s si o n o f h u m a n

B c ell s ti m u l a t o r y f a c t o r
－ 2 くB S F － 21 I L －61 g e n e ．

E M B O J ．
，
6

，
1 0

，
2 9 39 －2 9 4 5 く19 8 71 ，

2 9I N 乱 g a t a
，

乱
，

．

恥 仙 止i y a
，

M －
，

A s a m
，

S
り

Y a m a m o t o
，

0 ．

，
H i r a t a

，
Y ．

，
E u b o t a

，
N －

，
O h ed a

，

M ．
，

N o m ur a
，
H 一 皮 Y a m a z a k i

，
T ． ニ T h e c h r o m o

－

s o m al g e n e
，

St r u C t u r e a n d t w o m R N A s f o r h um a n

g r a n u l o c y t e c o l o n y
－

Sti m ul a ti n g f a c t o r － E M B O J ．
，

5
，
ユ

，
5 7 5 t 5 8 1 く1 9 8 軋

30I T a g a
，

T
り

E a w a m i如止， Y ． ， H a r d y ，
R ． R ．

，

IIi r a n o
，

T ． 良 R i s h i m o t o
，

T ． ニ R e c e p t o r s f o r B

c ell s ti m u l a t o r y f a c t o r 2 ． Q u a n tit a ti o n
，

S p e Cifi city ，

di st rib u ti o n
，

a n d r e g u l a ti o n o f th ei r e x p r e s si o n ． J －

E x p ．
M e d ．

，
1 66

，
9 6 7 － 9 8 1 く19 8 7l ．

3 11 W a lk e r
，
F ． ， N i c ol a

，
N ． A ．

，
M e t c al f

，
D ． 良

B u r g e s s
，
A ． W － こ H i e r a r c h i c a l d o w n

－

m O d ul a ti o n of

h e m o p o i e ti c g r o w th f a c t o r r e c e p t o r s ． C ell ，
43

，

2 6 9 －2 7 6 く19 8引 ．

3 2I G u ilb e rt
，

L ． J ．
鹿 I s c o v e

，
N ．

N ． こ P a r tial

r e pl a c e m e n t o f s e r u m b y s el e ni t e
，

t r a n Sf e rri n
，

al b u m i n a n d l e cith i n i n h a e m o p oi e ti c c ell c ult u r es I

N a t u r e
，
2 6 3

，
5 9 4 － 59 5 く19 7 6I ．

3 3I T o r o k － S t o r b
，

B ． ニ C ell u l a r i n t e r a c ti o n s ．

Bl o o d
，
7 2

，
2 ， 3 7 3 －3 8 5 く19 8 81 ．

瑚 E s t r o v
，

Z ． ， R oif m a n
，

C ．
，

M i11 s
，

G ．
，

G ru n b e r g e r ， T －
，
G elf a n d ，

E ． W ． 鹿 F r e e d m a n
，
M ．

H ． こ T h e r e g u l a t o r y r ol e of i n t e rl e u k i n 2 －

r e S p O n
．

si v e T l y m p h o c yt e s o n h u m a n m a r r o w g r a n ul o p o
．

i e si s ． B l o o d
，
69

，
4

，
1 1 61 － 1 1 6 6 く1 9 8 71 ．

3 51 B a g b y J r ．
，
G ． C ．

，
D i n a r ell o

，
C ■ A ．

，
W a11 a c e ，

P ，
，
W a g n e r

，
C ．

，
H e f e n eid e r

，
S ． 鹿 M c C a11 ，

E ．
二

I n t e rl e u k i n l s ti m ul a t e s g r a n u l o c yt e m a c r O p h a ge

cl ol n y
－

S ti m u l a ti n g a c ti v it y r el e a s e b y v a s c ul ar

e n d o th eli a l c ell s ． J ． C li n ． I n v e st ．
，
7 8

，
13 1 6 －1323



ヒ ト骨髄 C F U － G M に 対す る IL －6 の 役割

く19 抑 ．

卿 Y a n g ，
Y ．

，
T s ai

，
S ． ， W o n g ，

G ． G ． 皮 C l a r k
，

S ． C ． こ 工n tr el e u k i n ．1 r e g ul a ti o n of h e m a t o p o i eti c

g r o w th f a c t o r p r o d u c ti o n b y h u m a n s t r o m al

fib r ob l a s ts ． J ． C ell ． P h y si ol ．
，
1 34

，
2 9 2 －2 9 6 く19 8 81 ．

叩 Ci vi n
，

C ． I －
，

S t r a u B S
，

L ． C ．
，

B r o v a ll
，

C ．
，

F a c kl e r ，
M ． J ．

，
S c h w a r t ヱ

，
J ． F ． 皮 S h a p e r

，
J ．

1I ． こ A n ti g e ni c a n al y si s o f h e m a t o p o i e si s ． IIL A

h e m a t O p Oi e ti c p r o g e n it o r c e11 s u rf a c e a n ti g e n

d efi n e d b y a m o n o cl o n a l a n ti b o d y r ai s e d a g a in s t

K G ．1 a c ell s ． J ． I m m u n o l ．
，
13 3 ， 1

，
1 5 7 －1 6 5 く1 98 4I ．

弼 L ll
，

L ■
，

W alk e r
，

D ．
，

鋸 o x m e y e r
，

H ． E ．
，

H o ff m a n
，
R ．

，
H u

，
W ． 鹿 W al k e r

，
E ． こ C h a r a c t e r

－

iz ati o n of ad ul t h u m a n m a r r o w h e m a t o p oi e ti c

pr o g e n it o r s h i gh 1 y e n ri c h e d b y t w o
－ C Ol o r c ell

s o rti n g w ith M y l O a n d m aj o r h i s t o c o m p a tib ilit y

cl a s s II m o n o cl o n al a n tib o d i e s ． J ． I m m u n o l ．
，
1 3 9

，

6
，
1 8 23 －1 8 2 9 く1 98 71 ．

卿 S t r a n s s
，
L C ．

，
R o w l e y ， S ． D

り
L a R n s s a ， Y ．

F ．
，
S h a r k i s

，
S ． J ．

，
S t u a r t

，
R ． K ． 鹿 C i v i n

，
C ． I ． ニ

A n ti g e ni c a n al y si s o f h e m a t o p o l e Si s ． V ． C h a r a c t e r
－

iz a t o n o f M y
－1 0 a n ti g e n e x p r e s si o n b y n o r m al

ly m ph o h e m a t o p oi e ti c p r o g e n it o r c e11 s ． E x p ．

H e m a t ol ．
，
1 4 ， 8 7 8 ．8 8 6 く19 8 6J ．

叫 小川 眞紀雄 三 造血 幹細胞 ． 代謝 ，
2 5 ， 6 ， 4 8 9 －4 9 7

く19き瑚．

叫 Eli a s o n ， J ． F ． 二 G r a n ul o c y t e
－ M a c r o p h a g e

C Ol o n y f o r m a ti o n i n s e r u m －f r e e c u lt u r e こ E ff e c t s o f

p u rifi e d c o l o n y － S ti m u l a ti n g f a c t o r s a n d m o d u l a ti o n

b y h yd r o c o rti s o n e ． J ． C ell ． P h y si ol ．
，
1 2 8

，
2 3 1 －2 3 8

け98 6I ．

4 2J E m e r s o n
，
S ． G ．

，
S i e ff

，
C ． A ．

，
W a n g ，

E ． A ．
，

W o n g ，
G ． G ．

，
Cl a r k ， S ． C ． 鹿 N a tb a n

，
D ． G ． こ

P u rifi c a ti o n o f f e t al h e m a t o p oi e ti c p r o g e ni t o r s a n d

d e m o n s tr a ti o n of r e c o m bi n an t m ul ti p o t e n ti a l

C Ol o n y
－

Sti m u l a ti n g a c ti vi ty ． J ． C li n ． I n v e s t ．
，
7 6

，

1 286 ．1 29 0 く19 8 51 ．

嘲 Si e ff
，
C ． A ．

，
E m e r s o n

，
S ． G ．

，
D o n a h u e

，
R ．

軋
，
N a tb a n

，
D

． G
り

W a n g ，
E ． A ．

，
W 川 g ，

G ． G ．

也C l a r k
，
S ． C ． ニ H u m a n r e c o m b i n a n t g r a n ul o c yt e －

－m a C r O ph a g e c ol o n y
－

S ti m ul a ti n g f a ct o r 二 A m u lti －

1i n e a g e h e m a t o p oi eti n
． S ci e n c e

，
2 3 0

，
11 71 －1 1 7 3

仕9851 ．

叫 S o n o d a
，
Y ．

，
Y a n g ，

Y ．
， W o n g ，

G ． G ．
，
Cl a r k

，

S ． C ． 良 O g a w a I M ． ニ A n al y si s i n s e r u m
－f r e e

C ultu r e of th e t a r g e t s of r e c o m bi n a n t h u m a n

23 5

h e m o p oi e ti c g r o w th f a c t o r s ニ I n r t e rl e u ki n 3 a n d

g r a n u l o c y t eJ 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

a r e s p e cifi c f o r e a rl y d e v el o p m e n t al s t a g e s ． P r o c ．

N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A
，
8 5

，
4 3 6 0 －4 3 6 4 く1 98 即，

4 5I I hl e
，
J ． N ．

，
P e p e r s a ck

，
I ．． 良 R e b a r

，
I ．． こ

R e g ul a ti o n o f T c ell diff e r e n ti a ti o n こ I n v it r o

in d u c ti o n o f 2 0 a
－h y d r o x y s t e r oi d d e h y d r o g e n a s e i n

S pl e ni c l y m ph o c y te s f r o m a th y m i c m i c e b y a

u n i q u e l y m p h o k in e ． J ． I m m u n ol ．
，
1 2 6

，
6

，
2 1 8 4 －2 18 9

く19 8 11 ．

4 6I I bl e
，

J ． N ．
，

E ell e r
， J ．

， O r o s zl a n
，

S
り

H e n d e r s o n
I L ．軋 ，

C o p el a n d
，

T ． D －
， Fi t c h

，
F ．

，

P r y st o w s k y ，
M ． B

．
，
G o ld w a s s e r

，
E ．

，
S ch r a d e r

，
J ．

W ．
，

P al a s z y n sk i
，

E ．

，
D y ， M ． 鹿． Le b el

，
B ． こ

B i ol o gi c p r o p e r ti e s of h o m o g e n e o u s i n t e rl e u k i n 3 ．

I ． D e m o n st r a ti o n of W E H I －3 g r o w th f a c t o r

a c ti v it y ， m a S t C ell g r o w t h f a ct o r a cti v i ty ，
P

C e11 － Sti m u l a ti n g f a ct o r a c ti vit y ，
C O l o n y

－ Sti m u l a ti n g

f a c t o r a c ti vi t y ，
a n d hi s t a mi n e

－

p r O d u ci n g c ell －

Sti m ，

ul a ti n g f a c t o r a c ti vi ty ． J ． I m m u n ol ．
，
1 3 1

，
1

，
2 8 2 ．2 8 7

く19 8 31 ．

4 7I S n d a ， T ．
，
S n d a

，
J ．

，
O g a w a

，
M ． 良工川1 e

，
J ．

N
． こ P e r m i s si v e r ol e o f i n t e rl e u k i n 3 くI L －31 i n

p r olif e r a ti o n a n d d iff e r e n ti a ti o n o f m u lti p o t e n ti al

h e m o p oi e ti c p r o g e n it o r s i n c u lt u r e ． J ． C e11 ．

P h y si ol ．
，
1 2 4

，
1 8 2 ，1 9 0 く1 9 851 ．

4 8I P a q u et t e
，

R ． L ．
，
Z h o u

，
J ． Y ．

，
Y a n g ， Y ． C ．

，

C l a r k ， S ． C ． 及 K o ef fl e r
，

H ． P ． ニ R e c o m bi n a n t

gi b b o n i n t e rl e u ki n－3 a c t s s y n e r gi s ti c all y w ith

r e c o m b i n a n t h u m a n G － C S F a n d G M ．C S F i n v it r o ．

B l o o d
，
71

，
6

，
1 5 9 6 －1 6 0 0 く19 8即．

4 9ナ J 11bi n sk y ，
P ． T ． 息 S t a n l e y ，

E ． R ． こ P u rifi c a q

ti o n o f h e m o p o i e ti n l こ A m u ltili n e a g e h e m o p oi e ti c

g r o w th f a c t o r ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A
，
82

，

2 7 64 ．2 7 68 く19 8 51 ．

5 01 S t a n l e y ，
E ． R ．

，
B a r t o c ci

，
A ．

，
P a ti n k i n

，
D ．

，

R o s e n d a al
，

M ． 鹿 B r a d l e y ，
T ． R ． こ R e g ul a ti o n o f

V e r y P r l m i ti v e
，

m ultip o t e n t
，
h e m o p oi e ti c c ell s b y

h e m o p oi e ti n
－1 ． C e11

，
4 5

，
6 6 7 －6 74 く19 8 61 ．

511 M o c h i 2iu k i
，
D ． Y ．

，
E i s e n m a n

，
J ． R ．

，
C o n l o I l

，

P ． J ．
，

L a r s e n
，

A ． D ． 鹿 T u s h i n sk i
，

R ． J ． ニ

I n t e rl e u k i n l r e g u l a t e s h e m a t o p oi e ti c a c ti vi ty ，
a

r ol e p r e vi o u sl y a s c rib e d t o h e m o p oi e ti n l ． P r o c ．

N a tl ．
A c a d ． S ci ． U S A

，
8 4 ， 5 2 6 7 －5 2 7 1 く19 871 ．

5 2I Z s e b o
，
E ． M ．

，
W y p y c h

，
J ．

，
Y u s c h e n k o ff

，
V ．

N ．
，

L u
，

H ．
，

H u n t
，

P ．

，
D u k e s

，
P ． P ．

．

鹿



23 6

L a n gl e y ，
K ． E ． こ E ff e c t s o f h e m a t o p o i e ti n

．1 a n d

i n t e rl e u k i n l a c ti v iti e s o n e a rl y h e m a t o p oi e ti c

C ell s of th e b o n e m a r r o w ． B l o o d
，
7 1

，
4

，
96 2 －9 6 8

く1 98 81 ．

5 3I I k e b u c hi
，

K ．
，

C l a r k
， S ． C ．

，
I hl e

，
J ． N ．

，

S o u z a
，
I J ． M ． 及 O g a w a

，
M ． ニ G r a n ul o c yt e c ol o n y ．

S ti m ul a ti n g f a c t o r e n h a n c e s i n t e rl e u k i n 3 － d e p e n d ．

e n t p r olif e r a ti o n o f m u lti p o t e n ti al h e m o p oie ti c

p r o g e ni t o r s － P r o c ． N a tl － A c a d ． S ci ． U S A
， 8 5

，

3 4 4 5 －3 4 4 9 く19 8 81 ．

T h e E f f e c t o f I L － 6 0 n H u m a n B o n e M a r r o w C F U － G M C ol o n y F o r m a tio n ニ

I n hi biti o n of I L － 6 t o t h e r h G － C S F －i n d u c e d C F t トG M ． K ei ta K a t a y a m a
，

D e p a r t m e n t

Of P e d i a t ri c s
，

S c h o o l o f M e d i ci n e
，

K a n a z a w a U n i v e rsi 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 8 ， 2 2 0 － 2 3 6 り9 8 9う

K e y w o r d 8 C F U
－

G M
，
I L

－

6
，

G
－

C S F
，
G M

－

C S F ， S e r u m
－f r e e c u lt u r e

A b s t r a e t

T h e ef f e c t o f r e c o m b i n a n t h u m a n i n t e rl e u k i n 6 くrh I L － 6 l o n t h e L o r m a ti o n oE

g r a n u l o c y t e
－

m O n O C y t eノ m a c r o p h a g e c o l o n y f o r m i n g lやt s くC F U － G M l i n n o r m a l h u m a n

b o n e m a r r o w s w a s i n v e s tlg a t e d ． R e c o m b i n a n t h I L － 6 al o n e d i d n o t s ti m u l a t e C F U
－

G M

c o l o n y f o r m a ti o n a t a 11 i n s e r u m －f r e e c u l t u r e ． W h e n r h I L
－

6 a t v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s w a s

a d d e d t o th e b o n e m a r r o w C F U － G M c o l o n y a s s a y sy st e m u si n g a r e c o m b i n a n t h u m a n

g r a n u l o c y te c ol o n y s ti m u l a ti n g f a c t o r くrh G
－ C S Fl o r a 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

－

m o n o c y t eノm a c r o p h a g e c o l o n y sti m u l a ti n g f a c t o r くr h G M
－ C S F l a s a s o u r c e o f C S F ， r hI L

－

6

5b o w e d a s l g n ifi c a n t s u p p r e s si v e eff e c t o n r h G － C S F －i n d u c e d C F U
－

G M c o l o n y f o r m a ti o n i n

a d o s e d e p e n d e n t m a n n e r ． l n c o n tr a st
，

r h G M
－ C S ト i n d u c e d C F U

－

G M c o l o n y f o r m a ti o n

w a s n o t a ff e c亡e d b y a d d i ti o n o f r h I L － 6 ． G M
－

C O l o n y f o r m i n g p r o g e n it o r c ell s w e r e e n ri c h e d

b y a p a n n i n g te c h n i q u e u si n g a n a n ti － M y l O m o u s e m o n o c l o n a l a n tib o d y w h i c h r e a cts

s p e ciIi c all y w i th h u m a n h e m o p o i e ti c p r o g e n i t o r c ell s ． A si m il a r eff e c t o f r h I し 6 0 n

r h G －

C S F － a n d r h G M － C S トi n d u c e d C F U －

G M c o l o n y f o r m a ti o n w a s o b s e r v e d w h e n th e

e n ri c h e d M y 1 0
＋

c ell p o p u l a ti o n w a s u s e d ． T o i n v e s tl g a t e th e m e c h a n i s m o f th e s u p p r e s s i v e

effe ct of r hI L － 6 0 n t h e a c ti vit y o f rh G － C S F ，
b o n e m a rr o w n o n a d h e r e n t m o n o n u c le a r cells

w e r e p r ei n c u b a t e d w ith r h I L
－

6 f o r a sh o rt ti m e く30 m i nl a n d th e n c u l t u r e d f o r C F U
－ G M

c o l o n y a s s a y u s i n g r h G
－

C S F o r r h G M
－

C S F ． C o l o n y n u m b e r s i n d u c e d b y r h G
－

C S F w e r e

sig n ific a n tl y re d u c e d a fte r p r ei n c u b a ti o n w ith r h I し 6
，

W hil e t h e r h G M －

C S F －i n d u c e d c ol o n y

n u m b e r s w e r e n o t ． F u r t h e r m o r e ， S u C h a s u p p r e s s i v e eff e c t o f I L － 6 0 n r h G
－

C S F w a s

a b olis h e d w h e n th e c ell s w e r e p rei n c u b a t e d i n th e p r e s e n c e o f hig h d o s e s o f r h G － C S F w ith

c o m b i n a ti o n o f r h I L
－

6 f o r 3 0 m i n ． T h e s e r e s u l ls s u g g e S t e d t h e p o s si b ilit y th a t r h I L － 6

i n d u c e d th e d o w n
－

m O d ul a ti o n o n t h e e x p r e s si o n of G
－

C S F r e c e p t o r s ．


