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論　文　内　容　要　旨

〔目　的〕

1977年Dexterらによりin vitroで造血幹細胞を長期培養できる系が確立されて以来、骨髄

間質細胞が造血機能に対し重要な役割を果たしていることが示されてきた。そして、造血幹細胞

やその前躯細胞の維持分化を支持する骨髄間質細胞は、それら造血細胞に対し、コロニー刺激因

子（CSF）などを介した間接作用だけでなく細胞接触による直接作用をも有することが明らか

となってきている。しかし一方、間質細胞の起源や分化については末だほとんど解っていない。

そこで今回、造血細胞が何故骨組織の内側の骨髄で分化増殖するのか、骨と骨髄間質細胞の関係

について着目した。骨形成因子の働きで未分化間葉組織より骨が誘導され、この際に軟骨形成に

遅れて造血組織の誘導を認める。この異所性骨中にも骨形成により誘導された間質系細胞が存在

し、造血微細環境を構築していると考えられる。この造血組織の成熟以前に、すでに造血を支持

する様な環境を造る間質系細胞が存在すると考え、骨形成因子誘導による骨形成過程の未分化な

組織から造血支持能を持つ間質細胞の検出を試み、その造血幹細胞の維持能を検討した。

〔方　法〕

骨形成因子誘導骨形成：BFO osteosarcoma　細胞より精製した1W野骨形成因子をddyマウ

ス背部の筋膜下にペレットとして植え骨組織を誘導した。骨髄問質細胞株：誘導骨より骨髄細胞
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を取り出し10％牛胎仔血清添加RPMI1640培養液に懸薗した後、3カ月間の長期培養により

樹立した。培養上清：BMe細胞を7日間培養した上清を用いた。脾コロニー形成法：ユ×107個

の骨髄細胞をBMe細胞と7日間共培養し、その後850R X線照射マウスに静注した。静注後8

日目の牌臓を取り出し固定後牌コロニー数を数えた。リンフォカイン活性：IL－3、IL－6活性

はそれぞれ依存性増殖細胞株FDC－P2、PIL6の増殖反応により測定した。CSF活性及びCFU

－C活性：常法により測定した。

〔結　果〕

骨形成因子により誘導された異所性骨組織内における造血：骨形成因子移植後3週間目の異所

性骨組織を組織学的に調べると、骨梁問に造血を行っている骨髄組織を認めた。異所性骨内に存

在する造血幹細胞やその前編細胞が、分化増殖し骨髄様組織を構築もていた。骨髄間質細胞株の

樹立：骨形成因子を筋組織内に移植すると、1週目よりペレット内に侵入してきた未分化間莫細

胞が分化し軟骨形成を始め、2週目にはいると血管の侵入と共に内軟骨性骨化、骨髄形成を認め

る。そこで骨髄形成を始める直前のユ0日目誘導骨より細胞を分離した。3カ月間の培養ののち付

着細胞のみとなり、この細胞より親株BMeを樹立した。さらに限界希釈法により5つの細胞株

（BMe／ClO等）を得た。これらの細胞株は、多角形の付着性細胞でconfluentになると敷石

状の形態を呈した。また長期培養やハイドロコーチゾンによりoil red O　染色で赤く染まる脂

肪滴を持つ様になり、preadipocyte特有のadipogenesisを誘発することができた。細胞表面抗

原のThy－1、Surface－Ig、Mac－1、LFA－1などは陰性であった。CFU－S維持能：新

鮮骨髄細胞をBMe、BMe／ClO細胞株やその培養上清と共培養した。培養7日後の細胞中に残

存しているCFU－Sを検出し、造血幹細胞の維持能の評価とした。細胞株と共培養することに

より培養液のみに比べ8～14倍と有意にCFU－Sが維持されていた。この維持能は培養上清に

より一部代替でき、細胞による維持能の一部は液性因子によるものであった。CSF産生能：C

SF活性を骨髄細胞増殖反応で調べたところ、いずれの細胞株でも産生を認めたが、multi－C

SFと呼ばれるIL～3活性は、培養上清中には検出されなかった。BMe／ClO細胞株培養上清

について軟寒天培地法によりさらに検討を加えたところmacrophage－COlonyが全コロニー数

の80％以上を占め強いM－CSF活性を認めた。しかし、より未分化なコロニーであるmixed－

COlonyも認めた。IL－6産生能：いずれの細胞株においても無刺激の条件下で培養上清に強い

IL－6活性を検出した。

〔考　察〕

骨形成因子誘導異所性骨で認められる骨髄組織の形成は骨組織の誘導に伴うもので、このこと

は骨と造血系との密接な関係を示唆する。実験結果より造血系の成熟以前より骨髄間質細胞が存

在しており、骨髄問質細胞が造血系の支持だけでなく、造血組織の誘導にも大きな役割を果たし

ていると推測される。造血系に対する骨組織の役割を解析するうえで、異所性骨を誘導する系は
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有用なモデルとなると考えられた。また造血系の分化増殖に各種CSFが働いており骨髄間質細

胞がこれらを産生することがわかっている。近年弱いCSF活性を持つことが判明したIL－6に

ついても、この骨髄間質細胞株で高率に産生されており、これらサイトカインが造血微細環境に

おいて重要な働きをしていると考えられた。

〔結　論〕

造血像の認められない未熟骨組織より造血支持能を持つ細胞株を得た。この細胞株は形態学的

にも機能的にも骨髄間質細胞の特徴を有し、造血幹細胞の維持能とCSF、IL－6産生能を持ち

合わせていた。

学位論文審査の結果の要旨

骨髄における造血幹細胞の維持と血液細胞の増殖分化の制御には骨髄間質細胞が重要な役割を

担っていると考えられる。しかし、骨髄間質細胞の誘導及びその造血微細環境の形成機構につい

てはほとんど解明されていない。本研究は、骨髄で造血が起こっていることから、骨組織の問質

に造血微細環境を保持する能力があるであろうとする仮説のもとに、骨形成因子を筋組織内に投

与し、異所性に、人工的に骨を形成せしめ、その骨に誘導される問質組織に造血微環境を保持す

る能力があるか否か、また、その物質的側面を明らかにしょうとした独創的なものである。

著者は、骨肉腫細胞より精製された骨形成因子をddyマウスの筋膜下に移入し、10日後に形成

された骨組織から問質細胞を取り出し、培養し、細胞株（BMe）5クローンを樹立した。この細

胞株の特性として、1）形態的には、線維芽細胞様で、長期培養やステロイド投与により脂肪産

生が起こり得ること、2）骨髄中のCFU－Sを短期間維持する能力を有し、この機能は培養上清

により代替できること、3）培養上清中にCSF活性を認め、高いIL6産生能を有すること、4）

IL3産生はなく、maCrOPhageやlymphocyte　の表面マーカーは発見していないことなどが示

された。

この実験で、異所性に形成された骨の問質細胞が造血の微細環境の保持能を有することが明ら

かにされた。この間質細胞は、本来造血に関係のない部位の結合組織に、骨形成に伴って未分化

間葉細胞から誘導されたものであると考えられ、その発生には骨組織の存在が必要で、造血微細

環境の発生と維持には骨組織からの情報伝達が必要であると考えられた。

本論文は、造血微細環境の保持に関与する問質細胞の分化誘導に初めて成功したもので、細胞

の増殖分化とその制御の研究領域や臨床血液学に新しい知見を与えるもので、医学博士の学位論

文に値すると認められる。
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