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論文内容要旨

研究目的

 未治療の急性白血病での骨髄支持細胞の機能を明らかにするため,まずヒト血漿加メチルセル

 ロース培養による骨髄細胞の骨髄支持細胞コロニー形成能を検討し,次に,IL-1α添加培養で骨

 髄支持細胞コロニーを形質転換せずにクローン化し,その形質,白血病細胞添加による骨髄支持

 細胞コロニー形成能の変化およびコロニー形成細胞の支持能,接着能さらに長期維持能について

 検討した。

研究方法

 1)未治療急性骨髄性白血病(AML)17例,急性リンパ性白血病(ALL)9例計26例を対象

 とした。

 2)未治療急性白血病の骨髄支持細胞コロニー形成能の検討は,急性白血病患者の骨髄単核球を

 ヒトAB型血漿加メチルセルロース法にて培養し,骨髄支持細胞コロニー数を算定した。さら

 にメチルプレドニゾロン(MP)添加の有無により

 a.骨髄支持細胞コロニー形成能,

 b.骨髄支持細胞の脂肪滴形成率,

 について検討した。

 3)IL-1αを増殖刺激因子として得た形質転換しない急性白血病骨髄由来の骨髄支持細胞(AL-

 SC)クローンの樹立法は,患者の骨髄単核球にIL-1αを添加し,前述の方法で培養した。骨

 髄支持細胞コロニーをピックアップし,液体培養による継代を行った。

 4)AL-SCクローンの形態および形質は,得られた骨髄支持細胞クローンを細胞生化学および

 モノクロナール抗体を用いた蛍光抗体法にて検討した。

 5)AL-SCクローンの急性白血病細胞添加による骨髄支持細胞コロニー形成能への影響は,得

 られたAL-SCクローンに患者の骨髄白血病細胞を加え,IL-1αを添加してヒトAB型血漿加

 メチルセルロース培養を行った。

 6)AL-SCクローンの健常人コロニー形成細胞の接着・支持能は,骨髄支持細胞クローンを培

 養し,その上に健常ヒト骨髄非付着細胞を上層し,メチルセルロース培養にてCFU-GMおよ

 びBFU-Eコロニー数について検討した。

 7)長期培養法によるAL-SCクローンの健常人コロニー形成細胞に対する長期維持能は,2×

 10-6MMP,15%FCS,15%horseserumを含むIMDMを用い,各々の支持細胞クローンに

 臍帯血非付着細胞を加え培養した。培養7,14,21,28,35日後に,それぞれ細胞を回収して
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 細胞数,CFU-GM,BFU-Eコロニー数を測定した。

 8)AL-SCクローンによるサイトカイン産生能は,骨髄支持細胞クローンを培養して得た培養

 上清中のG-CSF,GM-CSF,およびIL-3,IL-6,IL-11についてELISAキットで測定した。

研究結果

 1)未治療急性白血病の骨髄支持細胞コロニー形成能

 a.コロニー形成能は,MP無添加で,AML症例では約半数で骨髄支持細胞コロニー形成能

 は正常以上に認められ,他は低下した。ALL症例では1/3でコロニー形成能は正常域にほ

 ぼ保たれたが,他は著しく低下した。また,MP添加によるコロニー形成能の変化はAML

 症例の多くは健常者と異なりほとんど増加を認めず,ALL症例では全く増加を認めなかっ

 た。FAB分類,骨髄所見,末梢血所見と骨髄支持細胞コロニー形成能とは有意な相関を認

 めなかった。

 b.骨髄支持細胞コロニーの脂肪滴形成率はMP無添加でも,AML症例ではほとんどが健常

 者レベル以上に増加し,ALL症例でも同様であった。MP添加では,AML,ALL症例とも

 軽度の増加にとどまった。

 2)AL-SCクローンの性状はMay-Giemsa染色,Acidphosphatase染色,Alkaline

 phosphatase染色,Esterase染色,OilredO染色では陽性で,CollagenI,皿,IV,Actin,

 Fibronectinは陽性,Fac七〇r皿は陰性であり,健常者由来骨髄支持細胞と一致した。

 3)AL-SCクローンに対する急性白血病細胞添加によるコロニー形成能への影響は抑制傾向を

 示すクローンが認められた。

 4)AL-SCクローンのコロニー形成細胞の接着,支持能の検討では,健常者と同等以上であっ

 たが,各々のSCクローン間に多様性を認めた。

 5)長期培養法によるAL-SCクローン・のコロニー形成細胞に対する長期維持能は,細胞数,

 CFU-GM,BFU-Eコロニーにおいて健常者と同等の機能を認めた。

考察

 急性白血病における骨髄支持細胞の機能についてコロニー形成より,数的にも質的にも健常者

 と異なると考えられた。骨髄支持細胞をクローン化する新たな手段を導入して解析した結果,こ

 れら機能異常は白血病細胞に起因することが推察された。また本研究で得られたAL-SCクロー

 ンが造血幹細胞の分化,成熟に直接関わる機能を有する骨髄支持細胞であり,急性白血病におい

 ても骨髄支持細胞の機能は多様性が存在すると考えられた。骨髄支持細胞をクローン化する事に

 より各造血病態での骨髄支持細胞の機能を明らかにできる可能性があり,各種の血液疾患の病態

 解明に有用な手法と考えられた。
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 審査結果の要旨

 骨髄造血における造血幹細胞の分化・増殖は,骨髄支持細胞が中心的な機能を担い,細胞外マ

 トリックスや種々のサイトカインなどがネットワークを形成して複雑な相互作用を介して営まれ

 ており,これらの機能を総称して造血微小環境と呼称される。ヒトの骨髄支持細胞の研究手段と

 しては,コロニー形成能,Dexter培養法,SV-40により形質転換したクローン細胞での検討な

 どがある。しかし,急性白血病の骨髄支持細胞の機能については,コロニー形成による増殖能に

 ついていくつか報告されているにすぎず,その結果として,低下していたとする報告が多いが異

 論も多い。

 本研究では,急性白血病における骨髄支持細胞の機能を詳細に検討する目的で,骨髄支持細胞

 コロニー形成について増殖能だけでなく脂肪滴形成能も検討した。その結果,骨髄支持細胞コロ

 ニー形成の増殖能,脂肪滴形成能は,ともに健常人とは異なった態度を示した。また,急性白血

 病骨髄より形質転換せずに骨髄支持細胞のクローン化に成功し,単純化した実験系を用いてクロー

 ン化骨髄支持細胞の性状,機能を検討した。すなわち,急性白血病の骨髄細胞より1L4αを添

 加したメチルセルロース培養で,形質転換せずに骨髄支持細胞クローンを得た。このクローンは

 新鮮骨髄支持細胞分画と同様の形態・形質を保ち,健常人骨髄造血幹細胞の接着・支持能,およ

 び長期支持能を備えていた。この急性白血病骨髄由来支持細胞クローンの培養系に急性白血病細

 胞を添加するとその増殖は抑制された。

 本研究成績から,急性白血病で今までに想定されていた骨髄支持細胞の異常は,従来の実験系

 に混在する白血病細胞による二次的な変化と想定され,少なくとも支持細胞のクローンレベルで

 は本来の機能を保持しているものが存在することが明らかになった。また,このようなクローン

 化骨髄支持細胞による検討法は,より単純化された骨髄造血モデルとして各種血液疾患の造血微

 小環境における骨髄支持細胞の役割の解明に有力な手段となることを明らかにした。従って,本

 論文は十分学位論文に値するものと認める。
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