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K e y w o r d s H e m o p o ie tic st e m c ell s
,
C F U - C c o r d bl o o d

,
b o n e m a r r o w

造血幹細胞 h e m o p o i e ti c s t e m c e11 が 骨 髄 の み な

ら ず 末 梢 血 中 に も , 所 謂 , C i r c u l a ti n g c ol o n y

f o r m i n g c e ll ( ci r c u l a ti n g C F C) と し て い く ら か 存

在す る こ と は以 前 か ら良く 知 られ て い た
1 日

. そ し て ,

主に
, 骨髄 の 損傷か ら の 回復期に 一 致 して 末梢血 中に

多く 出現 す る こ と よ り , それ は , 骨 髄の 増殖状態 を 一

部反映し て い るも の と考え られ て きた
5 卜 7}

. し か し
,
そ

の 起源 や役割 に つ い て の 明確 な 説明は未 だ 為さ れ て い

な い
. ま た , 最近 , 臍帯血や新 生児斯の 末梢血 に も造

血幹細胞が 存在 し , しか も
,

そ の 数 は骨髄 に匹敵す る

程で あ る事が 知 られ る様に な っ た
8 卜 1 0)

. 新生児末梢 血

中の 幹細胞 は
, 生后 7 日目位 ま で に 急速 に 減 少 して い

く も の の
, そ の 存在の 生理学 的意味 は重要と思わ れ る .

一 方 ,

マ ウ ス を 用 い た 実験 で は , 成 人 マ ウ ス で 正 常

状態 で も末梢血中 に 多能性幹 細 胞 C o l o n y F o r m i n g

U n i t i n S pl e e n ( C F U - S) が存在 し
1 1l

, 骨髄 の 局所的

な損傷の 際 に , そ の 修復に あ た る こ と が観察 され て い

る
1 2}

, ま た , 胎児 期か ら新生児期 の マ ウ ス の 末梢血中 に

も
,

や はり 造血幹細胞が 存在 し て い るが
,

それ は造血

組織の o n t o g e n y の 立 場か ら . 造血部位 の 移行を 示す

一

つ の 過 程と 考え られ て い る
.

つ ま り s t e m c ell の 最

初の 起源 は卵黄嚢 で あ り
,

さ ら に 肝臓 , 骨髄と 造血部

位が 変化す る に つ れ て
, 流血 中に 出現 し

, ま た , そ の

部位 に 応 じた 分化 ･ 増殖をす る と さ れて い る
1 3)

. 新 生

児 マ ウ ス の 末梢血 中に 存在す る s t e m c e11 は肝臓に 由

来 し , 骨髄に 定着 し つ つ あ る S t e m C ell との 報告も な

さ れ て い る
1 4】

.

こ の 様な事 実よ り
,

ヒ ト臍帯血 , あ る い は新生児末

梢血中に 存在 する幹細胞 は
, 成人 の 末梢血中に 出現 す

る もの と は臭 っ て お り , その 性質を 検討す る こ と は ,

C h a r a c t e ri z a ti o n of H e m o p oi etic S t e m

胎生末期 か ら新生児期の 造血能を 考え る上 で も重要で

あ る と考 え る . 本研究で は
, 臍帯血 , お よ び新生児末

梢血中の 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ
ー ジ 系前駆細 胞 C o l o n y

F o r m i n g U n it i n C u lt u r e ( C F U ⊥ C) の 性 質 を 種 々

の 面よ り検討 し , そ の 特徴 を明 らか に し た .

対 象 と 方 法

( 1 ) 対象

健康新生児の 臍帯 より
t

ヘ パ リ ン 加試験管 に 無菌的

に採取 し た臍帯血( C o r d B l o o d
,
C B ) を 用い た

. 生后

3 日目 ,
お よ び 7 日 日の 静脈血は ど リル ビ ン 検 査時 に

合わ せ 約 1 mエの 採血 を行 っ た . 対願 と した骨髄 は穿刺

の 結果 , 血液学的に 病 的細胞を認 め なか っ た も の を用

い た . 成人末梢血は 25 才か ら 30 才の 健康男性 より 採

取 した
. 採血は 全て ヘ パ リ ン を加え て 行 っ た .

( 2 ) 臍帯血 . 末梢血 , 骨髄単核球 の 分離

ヘ パ リ ン 加 臍 帯 血 4 容 に 5 % デ キ ス ト ラ ン

( D e x t r an T 5 0 0
,
P h a r m a c i a F i n e C h e m i c al s) を 含

む リ ン 酸緩 衝生理 食塩水( P B S ) 1 容を混合 し ,3 7 ℃で

3 0 分静 置 した . 得 られ た 上浦を B o y u m
= 別

の 方法 に 従

い Fi c o ll -I s o p a q u e (L y m p h o p r e p . N y e g a a r d & C o .

A / S O sl o 比婁1 . 07 7 ) に 書層 し , 4 00 × g ,
4 ℃で 30

分間遠心 し た . 中間層に 得 ら れ た単核細胞を , P B S で

3 回 洗 浄 し た の ち . M c C o y 5 A 培 養 液 ( Fl o w

L a b o l a t ri e s ) に 再浮遊 した . 新生児 お よ び成人末梢血,

骨髄穿刺液 は P B S で , 適宜 , 希釈し Fi c o 11 -I s o p a q u e

に 重層 し
, 同様 に 単核細胞分画を得 た . ト リ パ ン 青色

素排泄試験 に よ る単核球の 生存率は い ず れ も 98 % 以

上 で あ っ た .

( 3 ) C F U
-

C 定量法

C ells ( C F U - C) i n H u m a n C o rd B lo od . Y o shik i

U e n o , D e p a rt m e n t of P ed i a t ric s
,
S c h o ol of M e dici n e

,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .



4 4 上

Pi k e & R o b i n s o n の 二 重軟寒天法
1 6)

を , や や改変

し て
1 7)

用 い た . 下層 に は ヒ ト 末梢血白血球0 . 5 × 1 0
6

ケ を 0 . 5 % a g a r , 2 0 % F e t a l C a lf S e r u m (F l o w

L a b o l a t ri e s ,
F C S) 加 M c C o y 5 A 培地 1 m L 中 に う え

込み , C o l o n y S ti m u l a ti n g F a c t o r (C S F) と し た ･

上 層に は対象とす る単核細胞 1 × 10
5
ケ を , 0 ･ 3 2 %

a g a r , 20 % F C S 加 M c C o y 5 A 培 地 1 m ほ う め こ

み
, 3 7 ℃

,
5 % C O 2 下で 7

～

1 0 日間培養後 , 倒立顕

微鏡 に て C F U
-

C を 算定 した
, 4 0 ケ以 上の 細胞集 落

を コ ロ ニ ー

, 1 0
～

39 ケ の もの を ク ラ ス タ
ー と し た .

( 4 ) 瞑帯血 CF U
-

C の d o s e r e s p o n s e c u rv e

上 層 に う め こ む単核細胞数 を 0 . 25
～

4 × 1 0
6
ま で

段階的 に 増加 し
,

コ ロ ニ ー 数 と の 関係を み た . 単核細

胞 は未処理 の 場合 と , M e s s n e r ら
1 8)

の 方法 に 準 じて プ

ラ ス チ ッ ク プ レ
ー

ト内 で 前処理 し
,
付着細胞 を除 い て

得 ら れ て 非 付 着 細 胞 分 画 (n o n - a d h e r e n t c e ll

f r a c ti o n ) の 両者 に つ い て 実施 した .

( 5 ) 肪帯血 C F U
-

C の g r o w t h c u r v e

C F U
-

C の 算定 を , 培 養開始後 , 1 日目 より 毎 日 ,

行 う こ と に よ り F r O W t h c u r v e を 得 た . 同時 に 後 に 述

べ る二重 染色 を 施し
,

コ ロ ニ ー の 内容 に つ い て も検討

を 加え た .

( 6 ) 臍帯血
, 新生 児末梢血 お よび 成人 末 梢 血 の

C F U
-

C 定量

( 4 ) ,
( 5 ) の 実験結果 に 基 き

ト 臍帯血 , 新生児末梢

血 より 分離 し た単核細胞の 1 × 1 0
5
ケ を上層 に う め こ

み
,
1 0 日間培 養後 コ ロ ニ ー 数 を算定 した . ま た成 人末

梢血 に つ い て は流血中に あ る C F U
- C が 少 い た め 上

層 に は 1 × 1 0
8
ケを う め こ ん だ .

( 7 ) 軟寒天 コ ロ ニ ー ニ重 染色法

Y a m & Li
1 9)

の 二 重 染色 を応用 し軟寒天 コ ロ ニ ー

の 二重染色を行 っ た . 寒天 を 二 層 ご と
,

ス ラ イ ドグラ

ス 上 にうつ し,
口 紙を あて 水分 を 吸い 取 り更に ド ライ

ヤ
ー

を あて寒天 を ス ライ ド グラ ス に 固着 させ た . 最初

に α
- n a p h t yl a c e t a t e ( N a k a r a i c h e m i c al s) を基質 と

して非特異的 エ ス テラ ー ゼ染色 を行い
, 次 に N a pb 也 01

A S - D c hl o r o a c b t a t e (S i g m a ) と F a s t bl u e B B s al t

(S i g m a) を用 い て 二 重染色を 施 し た .
こ の 方法に より t

マ ク ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ

ー

は 茶 , 顆粒球 コ ロ ニ ー は青 に

染色さ れ た .

( 8 )
3
H

-

T h y m i d i n e 自殺実験 に よ る S 期 の 算

定

I s c o v e ら
2 0) の 方法を 簡略化 して 用い た , 対象と す る

単核 細 胞 を m et h yl -
3
H

-

th y m i d i n e (2 ･ O p C i/ m

m o l , N e w E n gl a n d N u cl e a r , ;
3

H
-

T d R)

批 正i/ mム存 在 下 で 3 7 ℃ , 2 0 分 間 前 処 理 し た の ち

野

100 FL g / mL 濃度 の C O l d t h y m i d i n e ( 和光 製薬) で 3 回

洗浄 した . 細胞数 を再調整 し たの ち , C F U - C 定量を

行 っ た
.

コ ン ト ロ
ー

ル と し て
3
H - T d R を加 えず に

,

同様の 操 作を行 っ て C F U
-

C を算定 した .S 期 の 比率

は次式 よ り算 出さ れ る .

r S 期 ( % ) =

3
H ･ T d R 処 理 の C F U ･C

9
日- T d R 非処理 の C F U -C

× 1 0 0

( 9 ) T h y m o p o i e ti n の 臍帯血 C F U
-

C の 細胞回

転 に 対す る効果

臍帯血 単核細胞 を , 20 % 牛胎 児血 清 ( F C S) を 含む

M c C o y 5 A 培 養液中 で t h y m o p o i e ti n
,
10 n g / mL 共

存下 t 3 7 ℃ , 5 % C O 2 , 2 4 時間培養後 ,
洗浄 し , 余分 の

t h y m o p o i e ti n を除 い た の ち , ( 8 ) に 述 べ た 方 法 に

従 っ て
,

3
H

-

t h y m i di n e 自殺実験 を行 い
, S 期 の 比 率

を 算定 した .
コ ン ト ロ ー ル に は P B S を添 加し , 同時 に

2 4 時間培養 した もの を 用 い た . 尚 ,
t h y m o p o i e ti n は

G . G o l d st ei n 博士 より 提 供 さ れ た 標 準 品 を 用 い た .

( 1 0 ) 密度勾配法 に よ る細胞分画

Di c k e
■
ら

2 1)
の 方 法 に 従 っ た . B o v i n e S e r u m

A l b u m i n (F r a c ti o n V , S i g m a) の 35 % W / V , T ri s
-

a m i n o m e t h a n b u ff e r ( pH 7 .2 ) 溶液を 作成 し ,P B S に

て 25 ～ 1 7 % に 希釈 し , 各段階濃度溶液 と した .
こ れ

を 25 % より 順に , 静か に 遠心管 に 重層 して い き , 最上

層 に 約 1 × 1 0
7

ケ の 単核細胞 を浮遊 させ
, 4 0 0 × 臥 4

℃ , 3 0 分間遠心 し た . 遠心 後 , 分離 され た そ れ ぞれ の

中間層 よ り ,
マ イ ク ロ ピペ ッ ト で 細胞 を採取 し , 比重

の 軽 い も の
,

す な わ ち 上の 方か ら順 に F r a c ti o n I か

ら Ⅴ と し
, 細 胞数 , お よ び C Fリー C の 測定を 行 っ た ･

( 1 1 ) 速度沈降法( S t a
-

P u t 法) に よ る細胞分画

M ill e r & P h illi p s
2 2) の 方法に よ る速度沈降法 細 胞 分

画装置(J o n e s S ci e n tifi c 杜: S P -

1 8 0 ) を使用 し た ･

g r a d i e n t 溶液 に は 3 % ,
お よ び3 0 % F C S を用 い た ･

沈降速 度 S は , 次式に より 決定さ れ る .

s = そ･
｣ ユ ー ･

g ブ

(や … 細胞 の 比重 , P
′

… 液体媒体 の 比重 , 乃
･ ‥ 液体媒

体 の 粘度 , g
･ ･ ･ 遠心 力 ( 1 × g ) ,

r
… 細胞の 半径)

っ ま り , 浮遊 細胞の 直径の 差 に よ り 沈降速度が 異な

る こ と を利用 し , 細胞を 分画す る もの で あ る . こ の 方

法 に よ り得 ら れ た各分画 に つ き t C F U - C の 定量 や コ

ロ ニ ー 内容 の 検討 な どを行 っ た .

( 1 2 ) 骨髄 C F U
-

C と の 比較, 検討

骨髄穿 刺の 結 果 , 血液学的 に異常 を 認 め な か っ た 5



臍帯血の H e m o p oi e si s に 関す る研究

才か ら 11 才 の 小児 の 骨髄単核細胞 を 用い
. 方法 ( 4 )

よ り( 1 1 ) に 述 べ た も の と同様の 実験を 行い
. 臍帯 血

,

あ る い は新生 児期末梢血か ら得 られ た 結果と 比較 , 対

照し た .
そ の 成績 は

, 臍帯血 C F U - C の 成績の 中で 述

べ る こ と と す る｡ 尚 ,
C F U - C の 算定 . お よ び コ ロ ニ

ー の 細胞化学 的検 討は臍帯血 , 末梢血 , 骨髄 と も全て

培養開始後 .
1 0 日 目に 行 っ た .

成 績

( l ) 臍帯 血 C F U - C の d o s e
-

r e S p O n S e C u r V e

( 図1)

付着細抱を 除い た 分画 n o n
-

a d h e r e n t c占11 (N A

c ell) を 未処 理 の 単核 細 胞 u n s e p a r a t e d c ell (U S

c ell) の 両者に つ い て
, 添加 し た細胞数 と 形 成 さ れ る

C F U
-

C 数 の 関係 を 示し た . 両群 と も,
そ の 関係は 原

点を 通 る直線 を措 き , 添加細胞数が 2 × 1 0
5
ま で は

,
ほ

ぼ直線 的に 増加 す る が , 細胞数が 4 × 1 0
5

に な る と
,

U S c e ll 分画で は逆 に CF U
-

C 数 の 減少が 見 られ た .

～ 方 ,
N A c e ll 分画 で は ,

こ の 様 な C F U
-

C 数の 減少

は観察さ れ ず, 除 か れ た付着細胞が C F U
-

C の 増 殖

に 何 らか の 影響 を与 え て い る こ と が 示唆さ れ た
2 3)

.
こ

の 結果よ り
t

以後 の 実験 に お い て
, 臍帯血 C F U - C

は , 未処理 の 単核細胞 を用 い
, 細胞数 は 1 × 1 0

5
と して

定量 し た . d o s e
-

r e S P O n S e C u r V e は骨髄 で も添加細胞

数 , 1 ～ 2 × 1 0
5

で プ ラ ト ー

とな り , そ れ 以 上 , 細 胞数

を増や し て も , C F U -

C 数 は増加せ ず , む しろ 減少し

て い く . 付着細胞 (骨髄 で は主 に マ ク ロ フ ァ
ー ジ で あ

る) の 影響 に つ い て も
, 臍帯血 に お け ると 同様の 現象
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F ig . 1 . D o s e - r e S P O n S e C u r V e f b r C F U - C 丘o m c o rd

b l o o d . E a c h p o in t r e p r e s e n ts m e an wi th s t a n d a rd

d e vi a ti o n o f c ol o n y
-f o m m g c e n s 丘o m u n s e p a -

r a t e d ff a c ti o n ( ○) an d n o n - a d h e r e n t c e皿仕a c ti o n

(●) . D a t a n o r m al i z e d t o p e r c e n t a g e o f l e v el w i th

m a xi m u m fi e q u e n c y o f C F U - C 丘o m
･

u n S eP a J a te d

C e m 肋 c ti o n . ( n = 3)

4 5

が 観察さ れ て お り , 付着細胞 . お そ らく マ ク ロ フ ァ
ー

ジの i n v it r o で の 効果 は骨髄と 臍帯血で は ぼ 同 じ と

考え られ た .

( 2 ) 臍帯血 C F U
-

C の g r o w th c u r v e ( 図2 A .

B)

図2 A に 示 した 通り ,
コ ロ ニ ー 数は培養開始后 . ほ ぼ

直線的に 増 加 し , 1 4 日目 に 最大値と なり , 以後 , 減少

し て い っ た
. 骨髄単核細胞 より 形成さ れ る コ ロ ニ ー

は .

7 日か ら1 0 日目に す で に プ ラ ト ー に 達 して お り , 臍帯

血 C F U - C の 発育は骨髄 C F U - C に 比 し 遅 い こ と

が 分か っ た .

一 方 ,
ク ラ ス タ ー は

.
それ より 早く , 培

養 8 日､目 に 最大値を と る こ とか ら
.

コ ロ ニ ー 形成細胞

と ク ラ ス タ
ー

形成細 胞は質 的に 異 っ て い る と考え られ

た . ま た , 二 重染色に よ り マ ク ロ フ ァ
岬 ジ コ ロ ニ ー 形

成 細 胞 m a c r o p h a g e c o l o n y
･f o r m i n g c e11 (M

-

C F C ) と , 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 g r a n u l o c y te

c o l o n y -f o r m i n g c e ll ( G - C F C) に 分 類 し て
.
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Fi g . 2 . A . G r o w th c u r v e f o r C F U - C fr o m c o r d

bl o o d . E a c h p o in t 工e p r e S e n tS m e a n wi th S .D . o f

C Ol o n y ( ○) an d cl u s te r ( ◎) f r o m 7 n e o n a t e s .

B . G r o w th c u Ⅳ e f b r s u b p o p u h ti o n s o f C F U - C
,

m a c r o p h a g e ( ○) a n d g r an ul o c yt e ( △) c ol o n y .

D a t a sh o w s th e p e I C e n ta g e O f th e s e s u b p o p u l a 一

也o n s o n e a ¢b p oi n t s .
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g r o w t h c u r v e を 描く と明 き らか に 両者の 発 育 パ タ
ー

ン に 差が 見られ
, 臍帯血 C F U - C の 発育 曲線 が 骨 髄

C F U - C の そ れ より 遅れ る こ と は M - C F C の 発 育

パ タ ー ン に 支配 さ れ て い る た め と思 わ れ た . (図2 B)

( 3 ) 臍帯血
, 新生児末梢血 お よ び 正常成 人末梢血

中の C F U - C 定量 ( 図 3 )

臍帯血 C F U - C は単核細胞 1 × 1 0
5
あ た り

. 3 か ら

2 08 と か な り の パ ラ ツ キ を示 し
. 平均 .

93 . 4 ± 5 7 , 8 で

あ っ た . 新生児末梢血 C F U
-

C は 3 日 目 が 29 .8 ±

1 6 . 4 , 7 日目が 7 . 0 ± 7 . 2 と急速 に 減少 して い る こ と

が 分か っ た . 正常成人末梢血 で は , 添加細胞数 を 1 ×

盲萱草鼻毒芸
Fig . 3 . N u m b e r o f C F U - C i n c u lt u r e s 蝕o m c o rd

b l o o d 蝕o m i n f a n t s 3 a n d 7 d a y s o ld
,

an d 血o m

a 血止t s .

野

1 0
6
と し て C F U - C を 算定 した が

, 1 1 . 2 ± 1 0 . 2 で あ

っ た . 図 3 で は 成人末梢血の 値 は細胞数1 × 1 0
5

あ た

り に 換 算し て プ ロ ッ ト した ノト児 の 正常骨 髄で は
,
1 ×

10
5

単核細胞 あ たり , 1 4 1 . 2 ± 36 .1 の C F U - C が 形成

され , 臍帯血 C F U
-

C は 平均で は , や や 少 い も の の ,

骨髄 に 匹敵 す る C F U - C を 保持 して い るもの も 認 め

られ た .

( 4 ) 各種 C F U - C の コ ロ ニ ー 内容 の 検討( 表1 )

臍帯 血 , 末梢血お よ び骨髄 より 形成 され た コ ロ ニ ー

に 対 し ,
二 重染 色を 行 い

,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ コ ロ ニ
ー

.

顆粒球 コ ロ ニ ー

, 混合 コ ロ ニ ー ( 二 種類 の 細胞 より 形

成 さ れ る もの) の 三 者 に 分類 し , そ の 百分率 を示 し た .

朕帯血 お よ び新 生児期末梢血 で は
,

い ず れ も マ ク ロ フ

ァ
ー ジ コ ロ ニ

ー

が 7 0 % 前後 と多数 を 占め て い る の に

対し ,成 人末梢血 で は逆 に 顆粒球 コ ロ ニ ー が 8 0 % 以 上

を 占め て い た . 正 常小児骨髄 C F U - C で は顆 粒 球 コ

ロ ニ ー の 占め る比率 は 88 .3 ± 6 .2 % と顆粒 球 コ ロ ニ

ー が極 め て 優位 で あ り ,
こ の 優位性が 成 人の 末梢血 に

は反 映さ れ て い る こ と も考 え ら れ た
.

( 5 ) 臍帯血 C F U
-

C の C e11 c y cli n g の 検討( 表 2 )

3
H

ニー

th y m i d i n e 自殺実験 に よ り 算 出 し た 臍 帯 血

C F U
-

C .の S 期の 比 率 は 19 .2 ± 3 .8 % で あ り , 骨髄

C F U
-

C の 30 .0 ±7 . 7 % に比較 し , 低値 で あ っ た .

表に は示 さ なか っ た が , M
-

C F C お よ び G ･ C F C に 区

別 し ,
S 期 の 比率 を算 出す る と

,
M - C F C は 16 . 7 ±

3 .3 % t
G - C F C は 27 . 2 ± 5 . 4 % と な り , 臍 帯 血

C F U - C の S 期 の 比 率 が低値 で あ る の は
,

マ ク ロ フ

ァ
ー ジ コ ロ ニ

ー の 優位性 と 合わ せ
,

M - C F C の C e11

C y Cli n g s t a t e を反映 し て い る と考 え ら れ た .

( 6 ) T h y m o p o i e ti n の C e ll c y c l e に 対す る 効 果

( 表 3 )

新生 児期 の 造 血能 に 胸 腺 , あ る い は 胸腺因子が 強く

関与す る と い う 事実
24 卜 26)

よ り , 胸腺因子の 一

つ で あ る

T a bl e l . D i ff e r e n ti a ti o Il Of C F U - C i n c ult u r e s f r o m c o rd bl o o d ,
i n f a n t s 3 a n d 7 d a y s old

,
a n d

ad ult s . C h a r a c t e ri z a ti o n o f C F U - C w a s d et e r m i n d b y d o u b l e s t ai n i n g m e th o d f o r e st e r a s e

a cti vit y o n l O d a y s c ult u r e . D a t a r e p r e s e n t s m e a n p e r c e n t a g e w ith S . D .

S O u r C e

of C F U - C

m a c r o ph a g e

c ol o n v

g r a n ul o c yt e

C Ol o n y

m i x e d
C Ol o n y

C O r d bl o o d 6 0
.
0 ±4 .6

3 d a y s
*

6 8 . 8 ± 2 .9

7 d a y s
*

7 1 .
4 ± 4

. 8

a d ult p . b .

* ■

1 0 . 2 ± 7 . 6

3 5 . 6 ±5 . 5

2 6 . 5 ±0 . 9

2 1 . 4 ±3 . 9

4 . 4 ± 1 .5 %

4 . 7 ± 1 . 9 %

7 . 2 ±2 , 1 %

8 2 . 6 ±1 2 .3 7 . 2 ± 5 . 2 %

■
3 d a ys ,

7 d a y s ; p e ri ph e r al b l o o d f r o m 3(n = 5) a n d 7 ( n = 3) d a y s old i n f a n t s ･

…

a d ul t p ･ b ･ ;

p e ri p h e r al bl o o d f r o m 5 n o r m a l a d ult s .
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th ym O p Oi e ti n
2 7)

を 用 い て
, 臍帯血 C F U

d

C の 細胞 回

転 に 対す る効果 を 検討 した
.

そ の 結 果t 表3 に 示す 如

く . 1 0 n g/ mL O ) t h y m o p o i e ti n の 添加 に よ り . 骨 髄

C F U
-

C で は全く 変化が な い に も か か わ らず 臍 帯 血

C F U
,

C で は有意の S 期の 比率 の 増加 が お こ り .
か

っ C F U
-

C 数の 減少を伴 っ た .

4 7

( 7 ) 密度勾配法に よ る細胞分画 ( 表 4 )

臍帯血 C F U
-

C は , 骨髄 C F U
-

C と同 じ分画す な

わ ち F r a c ti o n Ⅲ に 最 も多 く分布 し たが
.

F r a c ti o n

I ,
Ⅲ に も ,

そ れ ぞ れ 15 % 前後分布 して お り . 臍帯

血中に は
, あ る程度比重の 異な る C F ロ

ー

C が 存在 し

て い る と 考え られ た
.

T a bl e 2 ･ P r o p o rti o n o f C F U ･C i n S ph a s e i n c ell c y cli n g d e t e r m i n d b y
3 H ･th ym id i n e s u i cid e

m e th o d . E a c h e x p e ri m e n t r e p r e s e n t s m e a n C F U -C n u m b e r s w ith S . D . i n c ul tu r e s wi th o r

w ith o u t
3
H ･ T d R .

E x p e ri m e n t W ith o u t
3
H ･ T d R

W ith
3
H ･ T d R

(2 0 J` Ci/ m l)

1

2

3

4

5

1 5 8 .
0 ±8 . 7

5 9 . 3 ±9 . 9

5 6 . 0 ±2 . 8

1 2 8 . 0 士1 0 . 1

2 4 . 5 ±4 . 5

1 3 8 .0 ±4 . 0

4 6 .6 ±5 . 0

44 .0 ±2 . 8

96 . 0 ±1 1 . 7

2 0 . 0 ±1 . 0

1 3 .7

1 7 .4

21 .5

2 5 .
0

1 8 .4

1 9 . 2 ±3
. 8

# T h e p e r c e n ta g e of S p h a s e i n b o n e m a r r o w C F U - C w a s 3 0 .0 ±7 .7 ( m e a n ± S . D .)

T a b l e 3 ･ E ff e c t o f th ym O p Oi e ti n o n th e c ell c y cli n g of C F U -C i n h u m a n c o rd bl o o d a n d b o n e m a r r o w .

M o n o n u cl e a r c ell s w e r e p r e tr e a t m e n t w ith th y m o p oi e t in f o r 2 4 h o u r s
,

W a Sh ed a n d c ult u r ed a n a d di ･

ti o n a l l O d a y s f o r m e a s u r e m e n t of C F U ･ C ･ T h e p e r c e n t a g e o f C F U - C in S p h a s e w a s d e t e r m i n d b y
3
H - T d R s u i cid e m e th o d b ef o r e a n d aft e r tr e a t m e n t wi th th ym O p Oi e ti n .

C o r d b l o o d B o n e m a r r o w

T r e a t m e n t

青慧
1

£≡詣
*

% of S p h a s e 諾崇慧訂 % of S ph a s e

T h y m o p oi e ti n O l O O % 1 7 .4 ±4 . 5

1 0 n g/ m 1 6 8 . 5 ±1 5 . 8 3 2 ,9 ±9 . 9

(p < 0 .0 1) ( p < 0 .0 5)

1 0 0 % 3 1 . 6 ±8 . 2

1 0 0 . 5 ±9 , 8 3 0 . 6 ±3 . 3

(N S) ( N S)

*
m e a n ± S ･ D ･( n = 5)

榊
m e a n ± S . D .(n = 3) N S ; n O t Si g ni丘c a n t

T a bl e 4 ･ D i st rib u ti o n o f C F U-C b y th e v a ri o u s alb u m i n c o n c e n tr a ti o n s o f th e g r a di e n t . T h e

n u m b e r o f c e11s c o11 e c t e d f r o m e a ch f r a c ti o n s w a s c o u n t e d a n d p r e p a r e d f o r m e a s u r e m e n t

O f C F U -C ･ D a t a s h o w s m e a n p e r c e n t a g e of m o n o n u cl e a r c ells a n d C F U - C n u rn b e r s s e p a r-
a t e d b y d e n sit y g r a d i e n t w ith S . D . (n = 4)

F r a c ti o n
D e n s lty r a n g e

k m 々m
3) % o f M N C 土S . D . % of C F U ･ C ±S . D .

Ⅰ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ

< 1
,
0 4 8 10 . 7 ±5 .5

1 .0 48 - 1 . 0 52 2 6 . 8 ±3 .8

1 .0 5 2
-

1 . 0 56 2 7 . 5 ±7 .3

1
.0 5 6 - 1 . 0 60 1 5 . 3 ±6 .1

> 1 . 0 6 0 1 9 . 6 ±6 . 3

1 5 . 2 ±8 . 9

6 7 . 8 ±1 5 .7

1 4 . 4 土9 . 4

2 .6 ± 2
.3

0 . 1 ± 0 .5
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( 8 ) 速度沈降法 (S t a
- P u t 法) に よ る細 抱分画

( 図 4 A , B , 図 5 , 表5 )

速度沈 降法 に よ る分画 に もと づ き t 図 4 A に 浮 遊 し

た 全細 胞の 分布状態 を示 した . 図 4B で は , 各分 画 毎

に , 顆粒球 , 単軌 リ ン パ 球を 分類 し ,
そ の 分布 を ,

そ れ ぞ れ が 占め る パ ー セ ン ト で 表 わ した が , 沈 降速 度

の 大 な る方 より
,
顆粒球 t 単球 ,

リ ン パ 球の 順に , 比

較的明瞭 に 分画さ れ て い た . ま た . 各 分 画 に つ い て

C F U
-

C の 定量を 行 い
,
そ の 分布 を図 5 に 示 した . 形

成さ れ た コ ロ ニ 岬 は
,
全て 二 重染色 を施 し

,
T o t al

,
M

-

C F C お よ び G
-

C F C に 区別 し て 検討 し た が ,
い ず

れ も ,
7 . 2 m m / h r に 同 一 か つ 単

一

の ピ ー

ク を 持 っ て い

た . こ の 数字 は , 同様 の 方法で 測定 し た骨髄 C F U
-

C

の 沈降速度 7 .4 m m / h r と ∴ 測定上の 誤 差を 考え る と有

意の 差を持 つ も の で は なか っ た ･ 次 に ･ 沈降速度 ,
4 m m

/ h r か ら1 4 n m / h r の 間 に つ い て , 各分画毎に M
~

c F C
,
G

- C F C , M i x e d C F C の 割 合を 表 5 に 示し た ■ 沈

降速度が大 き く な る に つ れ て ･ G
- C F C の 割合が ,

わ

8

も 6
, +

〉く

竺
4

芯
U

2

0
1 2 1 0 8

F ig .
4

.
D i st rib u ti o n o f h u m a n c o r d b l o o d m o n o -

n u cl e a r c e 鮎 s e p a r a t e d b y v el o cit y s e di m e n ta ti o n ･

A . A b s o h t e n u m b e r o f n u cl e a t e d c e n s r e c o v e r e d

p e r 丘a c ti o n ･ tl ･ M o r p h ol o gy o f t: e u S a S P C r C e n t -

ag e o f a皿 c c u s p e r f h c ti o n ･ ( ● - ●) G r aJ l ul o c y te
･

( △ - △) M o n o e yt e
, P - ○) L y m p h o c y t e

･

野

ず か で は あ るが 増加す る傾 向を認 め た ･

考 察

胎生期 か ら新生 児 期に か けて 流血 中に 多数の 造血幹

細胞 が存 在する こ と ば 早産 児末梢血や
2 8)

, 臍 帯 血
8卜 1 0-

の コ ロ ニ ー 形成法の 検討 より 明き らか で あ る . しか し ,

こ の 時期 に 見 られ る 末 梢 血 造 血 幹 細 胞 ci r c u l a ti n g

C F C の 性質 は , 本研究 で 明 き ら か に な っ た 如く成人末

梢 瓜 あ る い は小 児骨 髄中の 幹細胞 と は
,

か な り 異 っ

て お り , 従 っ て
,

その 生理 学的意味も成人の 場合と は

違 う こ と が 予想 され た .

G i d ali ら
1 1)

は成人 マ ウ ス の Ci r c u l a ti n g C F C の 放

射線感受性 や細胞 回転 の 検討 か ら , こ の 末梢血 中に 存

在す る幹細胞 は t 骨髄幹細 胞の 中で も , や や 分化し た

細胞 が末梢 血中に 出て 来て い ると結 論 して い る ･ ま た ,

マ ウ ス で も胎児期か ら新生児期 に か けて 多数の 幹細胞

が 流血中 に存在す る こ とが 知 ら れ て い る が , M o o r e

ら
川

は密度勾配法 を用 い た 分布か ら
, 新生 児マ ウ ス の

｡

㌻
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F 短. 5 . p ∫0 丘1 e s o f t o t 山
,

m a C r O p b a g ¢ 狐 d 許 弧 ロ
ー

l o c y t e c ol o n y
- f o rm 1 n g C e n S S e P ar a t e d b y v el o ci t y

s e di m e n t ati o n i n l O d ay s c u lt u r e ･ D a t a n o r m al r

i z e d t o p e r c e n t a g e S O f le v el s in 丘a cti o n wi th

m a x in l u m f r e q u e n c y o f c ol o n y
Lf b r m i n g c e山s ･
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末梢血 中に 見られ る幹細胞は 胎児 期の 肝臓由来で あ ろ

う と述 べ て い る .

し か し .
ヒ ト の 早産児 , あ る い は臍帯 血を 含め て 新

生児末梢血中 に 存在す る幹細胞が
,

や はり 肝臓 か ら骨

髄 へ の 造血 部位の 移行 を示し て い る と す る に は 問題 が

あ る . 今回 , 著者の 行 っ た 実験 に お い て 得ら れ た臍帯

血 CF U - C の 性状 を正 常児骨髄 C F U
-

C の 成 績 と

比較 し た も の を ま と めて 表6 に 示 した . 結果的に 密度

勾配法 に よ る C F U - C の 分布 . 速 度沈 降 法 (S t a
-

P u t 法) に よ る C F U - C の 沈降速 度に 殆 ど差は 見 ら

れ な か っ た .
つ まり 臍帯血中お よ び 小児骨髄の コ

L
ロ ニ

ー 形成細胞 の 直径や 比重に 有意の 差は な い こ と が分か

っ た .

一 方 , 臍帯血 C F U
-

C の 成 長曲線の ピ ー ク は

14 日目 で
, 骨髄 C F U -

C の 10 日 に 比 べ て 遅 く
,
その

S 期の 比率 も明 き らか に 骨髄に 比 し , 低値 で あ っ た .

こ の 原因 は二 重染色 に よる コ ロ ニ ー 内容の 検討 か ら ,

肪帯血 C F U
-

C が M
-

C F C 優位 性を 持ち
, 主 に M

-

C F C の 性質を 反映 して い る た め と 考え ら れ た
.

この
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様に M
-

C F C が 優位で あ る と い う事実 は
t
ま た

, 臍帯

血 CF U
-

C が顆粒球 ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ系前駆 動 細 胞

の 中で も , 比較的分化 した状態 に あ る こ とを 示す もの

で あり . 全体 と して も . そ の s e lf -

r e n e W al の 能力は弱

い と考 え ざ る を得 な い
.
M -

C F C が G
-

C F C よ り ,

さ ら に 分化 し た幹細胞で あ る と い う こ と は , M et c al f

ら の 行 っ た si n gl e c ell t r a n s f e r s t u d y
2 9 )

や , 最近 で

は , T h y - 1 抗原の 量が 多 い は ど未熟で あ る こ と を利

用 し て
, Fl u o r e s c e n c e

-

A c ti v a t e d C ell S o rt e r

(F A C S) に よ っ て 分離 した 細胞の 詳細な検 討 か ら も 明

き ら か で あ る
3 0)

. しか し . 肪帯血 中の C F U
-

C が 真 に ,

や や分 化し た造血幹細胞で あ る こ と を証明する に は今

後 , i n v i t r o の 培養系で あ る こ と の 影響
3 1

や
, 用 い た

コ ロ ニ ー 刺激因子 な ど の 性質も考慮 して い く必要が あ

る と思 わ れ る
3 2 舶 )

と こ ろ で
, 成績 ( 表 3 ) に 示し た よう に , 著者 は ,

胸腺因子 の 一 つ で あ る th y m o p o i e ti n が臍 帯 血 C F U

-

C の S 期の 比 率 を平均 17 .4 % か ら 32 . 9 % と 著 明

T a b l e 5 . D is t rib u ti o n of C F U - C s u b p o p ul a ti o n s , E a c h f r a c ti o n s e p a r a t ed b y v el o cit y s e di -

m e n t a ti o n f r o m 4 t o 1 4 m m /h r w a s c o11 e c te d a n d c ul tu r e d . C h a r a c te ri z a ti o n of C F U ･C w a s

d e t e r m i n d b y d o u b l e st a i ni n g m e th o d f o r e st e r a s e a c ti vit y .

s edi m e n ta ti o n

V el o cit y

( m m / h r)

4

6

8

1 0

1 2

1 4

% i n vit r o c ol o ni e s

M
*

G
* *

M i x ed

5 8 .3

5 7 .2

5 6 .
3

5 7 .4

5 1 .4

4 6 .7

*

M ; M a c r o p h a s e
* *

G ; G r a n ul o c y t e

T ab l e 6 . C o m p a ri s o n o f c h a r a c t e ri s ti c s of C F U ･C b e t w e e n c o r d bl o o d a n d b o n e m a r r o w

C o rd bl o o d B o n e m a r r o w

C F U - C C F U ･C

C F U - C / 1 × 1 0
5

c ell s

C ol o n y si z e

D o m i n a n t c ol o n y

% C F U -C i n S

S e di m e n ta ti o n v el o cit y ( m m / h r)

P e a k o f d e n sit y g r a di e n t (g m / c m
3)

9 3 .
4 ± 5 7 . 8

L a r g e

M a c r o ph a g e

19 . 2 ±3 . 8

7 . 2 ±0 . 1

1 . 0 4 8 - 1 . 0 5 2

1 41 .2 ± 36 .
1

S m all

G r a n ul o c yt e

3 0 .0 ± 7 . 7

7 .4 ± 0 . 2

1 . 0 48
-

1 . 0 5 2



5 0
上

に 増加 させ る こ と を観察 し た ■ こ れ に よ り , 臍 帯 血

C F U N C は骨髄 C F U - C と は 明き ら か に 異 な り ･

t h y m o p o i e ti n が その C F U
-

C の 増殖 を引 き お こ し

易 い 状 態 に あ る こ と が 示 唆 さ れ た ･ ま た

th y m o p o i eti n と前処理 す る こ と に よ っ て 観 察 さ れ

た
,
こ の 臍稀血 C F U

-

C の S 期 の 比率 の 増加 は
,
C F U

-

C の 数 の 減少 を伴 っ て い た が . こ の 減少 に よ る コ ロ

ニ ー 内容 の 変化 は見 られ なか っ た
3 4)

･

最後 に
, 特殊な病態 と し て , 若年型慢性骨髄 白血病

の 末梢血 より 形成さ れ る コ ロ ニ ー は マ ク ロ フ ァ
ー ジ コ

ロ ニ ー 優位 で あ る こ と が 知 られ て い る
3 5}

. 著者の 経 験

で は骨髄 で も ,
そ の C F ロ

ー C の 約6 0 % が マ ク ロ プ ァ

_ ジ コ ロ ニ ー を形 成し て い た . 若年型慢性骨髄性 白血

病 で は ,
こ の こ とが 著明な m o n o c y t o si s を もた ら し

て お り m y el o m o n o c y ti c l e u k e m i e との 異 同 が 問 題

に され て い る が
t 病態 と して 掛 ､ 胎児性 を有 し て おり ･

c F U
-

C に お け る マ ク ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ

ー の 優 位 性

も. 本研究で 明き らか に な っ た臍帯 血 C F ロ
ー C の 特

徴 に 煉似 し て い る こ と は興味深 い

結 論

肪帯血中に は多数 の 造血幹細胞 が存在す る が ･ そ の

性質 の 特異性を 明き らか に す る た め に i n v it r o
コ ロ

ニ
ー 形成法 を用 い

, 臍帯血 中の C F U
-

C に対 し種 々

の 検討 を 加え
,

以 下の 結論を 得た ･

1 , 臍帯血 C F ロ
ー

ー

C は 1 × 10 5 単核細胞 あ た り ･

93 . 4 ± 5 7 . 8 で あ り , 骨髄 に比 し や や低値 で あ っ た ･ 新

生 児期末横血中の C F U - C 数 は 生后 , 急速に 減 少 し,

7 日目 に は成人末梢血の 値に 近く な っ た ･

2 . 形 成さ れ る コ ロ ニ ー の 内容 は
一 骨髄 と大 き く異

なり , 臍帯 血で は M
-

C F C が 優 位 で あ り ･
C O l o n y

s i z e の 大 き い こ とや , S 期 に あ る 比率が低 い な どの 臍

帯血 CF U
-

C の 特徴は ,
こ の M

-

C F C の 性 質を 反映

して い る も の で あ っ た . ま た ,
こ の 特徴 は新生児期末

梢血の C F U
- C に 引 き継が れ て い た ･

3 .

一 方 , 臍帯血 C F U
- C の 密度勾配法 に よ る ピ

､
-

ク . あ る い は S ta
-

P u t 法 に よ っ て 測定し た 沈降速

度 は正常小児骨髄 C F U
-

C と 同程度で あ り .
そ の 比

重や 直径 に 大 き な差の な い こ と を 示 し た ･

4 . 骨髄 C F U
M C に 比較 し低 い

, 臍帯血 C F U
-

C

の S 期 の 比 率 を , 胸 腺 因 子 の 一

つ で あ る

t h y m o p o i e ti n が 有意 に 増加 さ せ た が
t 骨 髄 C F U -

C に お い て は全く こ の 様な現 象 は見 られ ず , 臍 帯血中

の 造血幹細胞 は胸臍因子 の 影響を 受け 易 い 状態 に あ る

と考え られ た .

こ れ らの 結 果よ り臍帯血中 に 存 在 す る 造 血 幹 細 胞

野

( C F U - C ) は , 正常′ト児骨 髄 C F U - C と は か な り臭

っ た態度 を 示 し , そ れ は胎児期か ら新生児期 に お ける

造血の 特異性を 表す もの と考 え られ たが t
そ の 生理 的

意義の 解明 は今后 の 課題 で あ ろ う ･

稿 を終 え る に 臨み
, 御指導 ･ 御校閲下 さい ま した 恩師谷口

昂教授 に 深く感謝 い た し ます ･
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