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現在医療 の 発達 と と も に ､ 悪性 腫癌に対す る 大量抗癌剤投与 ､ 造 血幹細胞 移

植 な ど高度 の 免疫 不全 をもた らす 治療が 一

般化 し ､
治 療 に 高頻 度 に 合併す る重

症感染症 の 管理 が重 要性 を増 して い る｡ 重症感染症 に 対 して 1 9 7 0 年代(こ 正 常 ド

ナ
-

か ら の 好 中球輸注 が試 み られ た が ､ その 当時 は好中球を効率 よ く採取す る

手段 が 未発達 で あ っ た こ と や ､ 代 わり に抗生物質が 発 達 して きた こ と に よ っ て

下火 と な っ た o しか しそ の 後 ､ 好 中球刺激 因子 ( G
-

C S F ) の 開発 ､ 細胞分離技

術の 発達 が み られ ､ 耐性菌 の 出現や抗 生物質の 効き にく い 真菌症 - の 対処 の 必

要性 が 上昇 して き た こ と と相 ま っ て ､
1 9 9 0 年代 後半か ら再 び 好中球輸注が 注 目



され る よ うに な っ た ｡ 更 に ､ 複 数 の 臨床試験 に よ っ て 免疫 不 全状態 の 患者 の 重

症感染症 に対 して 患者体重 1 k g あた りお よ そ 0 . 5 × 1 0 9 細胞 の 好中球 を中央値 7

- 9 回輸注す る こ と で 感染症を コ ン ト ロ
ー ル す る効果 が あ る こ とが 示 され た｡ し

か し
､ 健 常 ドナ ー に対 して G

-

C S F 製剤を使 用す る こ と は 二 次性発癌な ど長期的

な影響 が 判明 して お らず ､ 体外循 環 を用 い る 細胞分離は ドナ
ー の 負担 が 大き い

な ど
､ 問題 点 も多く残され て い るた め ､

新た な輸注用好中球 の 供給源 を検討す

る 必 要は依然残 っ たま ま で ある ｡ 勝帯 血 は ドナ ー の 負担 が無 く ､ 造 血幹細胞 を

豊富 に含む供給源 の 候補で ある が ､

-

胎 盤か ら採取 で き る C D 3 4 陽性 細胞 ( 造

血幹細 胞 を濃縮す る分画) は 1 × 1 0 6 程度で あ るた め ､ 好 中球輸注 に使 用す るた

め に は 理論 上約 1 0 , 0 0 0 倍 の 増幅が 必 要 で ある ｡ しか し ､ 好 中球誘導技術に関 し

て
､ 現在ま で 多く の 知 見が得 られ て は い な い ｡ H i n o ら は ､

G - C S F で動 員し た

C D 3 4 陽性 末梢血幹細胞を ､ 幹細 胞因子 (S C F) ､ 頼粒球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ

一 利激 因子 ( G M
-

C S F)
､
イ ン タ ー

ロ イ キ ン 3 (I L -

3) ､
G - C S F

､
ト ロ ン ボ ポ ェ

チ ン (でP O) を適当 に組 み合わせ て 使用す る こ と で ､ 約 5 5 0 倍 の 頼粒 球 を得た と

報告 して い る｡ 一 方 ､ 最近造 血幹細胞 の 増幅 にイ ン タ ー

ロ イ キ ン 6 (I L -

6) や F lt 3

リ ガ ン ド (F L) が 有効 で あ る こ と が 示 され て き て お り こ れ ら の サ イ トカ イ ン の

利用 で さら に ､ 好 中球誘導効率 が 改善され る可 能性 が あ る ｡ そ こ で 我 々 は ､
入

手が 容 易な マ ウ ス 骨髄 を使 用 して
､
C D 3 4 陽性 造 血幹細胞 か ら なる べ く 多数 の 好



中球を分化 ･ 誘導す る系 の 確 立 を目標 と し て 培養 系 の 検討 を行 っ た ｡ こ こ で は ､

以 上 の 観点 をふ ま え ､ 培養 系 を早期相 と後期 相 に わけ ､
早期 相 で幹細胞 を増幅

させ
､ 後期相 で 効率的 に 好 中球 - 分化 させ る こ と を試 み た ｡ そ して ､ それ ぞれ

の 相 にお い て 培養条件を最適化 し ､
全体と して 最も効率 よく好 中球 を誘導 で き

る方法 を探 っ た ｡

まず我 々 は ､
生後 6 - 7 週齢 の C 5 7 B 6/J マ ウス の 骨髄 細胞 か ら M i n i

- M A C S

カ ラ ム 分離 シ ス テ ム を用 い て C D 3 4 陽性細胞 を分離 した ｡ 採取 した C D 3 4 陽性

細胞 は ､
5 × 1 0 5/ m l の 濃度 に調製 し ､

上 述 の サ イ トカ イ ン を様 々 な組 み 合わ せ ･

添加 時期 で 使用 し ､ 定期 的 に細胞 数 の 測 定と ､ 鏡検に よ る分化 状態 の 評価を行

っ た
o 培養中は ､ 細胞 の 過増殖 を防ぐた め に適 宜培 地交換を行 っ た o 特 に今回

我 々 は ､ 培養系を造 血幹細胞お よ び前駆細胞 を増殖さ せ る 早期相 と ､
こ れ らを

好 中球 - 分化誘導させ る 後期相 に 分 けて 考えた ｡ 早期 柏 で は 多く の 研 究 にお い

て 造 血幹細胞 の 増幅 が 証明 され て い る ､
ヒ トI L

-

6 (h I L -

6) ､ マ ウス S C F ( m S C F) ､

ヒ ト T P O ( b T P O) を基本サイ トカ イ ン と して 培養初日 ( 以 下 ､
d a y O と す る) よ

り用 い た o こ れ に F L ､ I L
-

3
､
G - C S F を様 々 なタ イ ミ ン グで 添加 して ､ 最良 の 培

養系 を検討 した ｡ マ ウス F L ( m F L) は マ ウ ス にお い て やや 分化 の 進 ん だ幹細胞 に

発現 して い る こ と が 知 られ て い る が
､ 我 々 の 検討で は d a y O よ り添加す る 方が

d a y 4 か ら の 添加 より好 中球 の 分化 の 効率 が 高 い 傾 向が 見られた Q マ ウス I L
-

3



( m I L -

3) の 造 血幹細胞 の 増 幅 に対す る効果 は ､
相反す る報告が あ り ､

一定 の 見解

が得 られ て い な い が ､ 我 々 の 検討 で は d a y 3 か ら添加 した 方が d a y O か ら添加

す る より も ､ 有意に多く の 好 中球 を誘導す る こ と が判 明 した (p = 0 . 0 4) ｡ また ､

ヒ ト G - C S F ( h G -

C S F) は 成熟好 中球 の 分化 に極 め て 重要 なサ イ トカ イ ン で ある

た め
､ 遅れ て(d a y 5 か ら) 加 えた ほ うが d a y O か ら加 え る よ り も効率 よく好 中球

を分化 させ る傾 向が み られた ｡ 以 上 の 結果 か ら､ 培養初 日 より h I L
･

6 ､ m S C F ､

h T P O
､
m F L を添加 す る こ と で 造血幹細胞お よ び前駆細 胞 を増殖 させ ( 早期相) ､

d a y 3 よ り m I L
-

3 を添加 ､ 更 に d a y 5 よ り h G
-

C S F を添加 す る こ と で これ らを

好 中球 へ 分化誘導さ せ る培養 (後 期相) を行う こ と で ､
d a y l O にお い て 約 1 6 0 0

倍 の 有核 細胞が 得 られ ､ 約 9 0 % の 純度 の 成熟好 中球が 得 られ る こ とが 判 明 した ｡

次 に ､
マ ウス の 骨髄内好 中球お よ び腹腔内活性化好中球を コ ン ト ロ ー ル と し

て
､ 培養 で 得 られ た 好 中球 の 機 能検査を行 っ た ｡ まず ､ 好 中球 の 会食能を評価

す る た め に
､ 好 中球 に蛍 光 ラテ ッ ク ス ビ

ー ズ を貧食させ ､ 取 り 込 ん だ ラテ ッ ク

ス ビ ー ズ の 数 を フ ロ
ー サ イ トメ トリ ー

で 測定 した ｡ ラ テ ッ ク ス ビ
ー ズ を取 り込

ん だ細胞 (培養好中球 4 7 . 9 % v s . 骨 髄内好 中球 3 5 . 0 % p
- 0 . 0 0 0 7)

､
4 個以 上 の ビ

- ズ を取 り 込 ん だ細胞(培養好中球 2 2 . 5 % v s . 骨髄内好 中球 5 . 2 % p
= 0 . 0 3) 共e･こ ､

培養 して 得 られ た好 中球 の 方が マ ウ ス 骨髄 内好 中球 より有意に多か っ た ｡ こ の

こ と か ら培養好中球 の 食食能 は コ ン トロ ー

ル に 比 べ て 有意に 高 い こ とが 分 か っ



た ｡

次 に ､ 培養 好中球 の 殺菌能を調 べ るた め に ､ 好 中球 に よ っ て 作 られ る活性酸

素 の 活性 が N B T を還元 して ホ ル マ ザ ン を形成す る能 力 ( N B T 還元能) を指標

と して 殺菌能を測定 した と こ ろ ､ 培養好中球 は コ ン ト ロ
ー ル と して 用 い た マ ウ

ス 骨髄 内好 中球 お よ び マ ウス 腹 腔 内活性化好 中球 と 比較 し て 同等 以 上 の ホ ル マ

ザ ン 形成 陽性細胞 を認 め た (培養 好 中球 4 1 % ､ 骨 髄内好 中球 1 6 . 7 %
､ 腹腔内括

性 化好 中球 2 1 . 7 %
､ p

= 0 . 0 2 2 (培養好 中球 v s . 腹腔 内活性化好 中球) ､ p = 0 . 0 0 0 6

( 培養好 中球 v s . 骨 髄 内好中球)) ｡ こ の こ と か ら培養好中球 の 殺菌能 は コ ン トロ

- ル に比 べ て 有意に 高 い こ と が 分 か っ た ｡

更 に
､ p h o rb ol m y ri st a t e a c et at e ( P M A) を用 い て 好 中球 を刺激 し ､ 発生す る

ス ー パ ー オ キ シ ドをチ トク ロ ー ム C 還 元反応 を用 い た 半定量 法 で 測 定す る こ と

に よ り
､ 殺菌能 の 評価を行 っ た ｡ 培養好中球 の ス ー パ ー オ キ シ ド生成速度は ､

コ ン ト ロ ー

ル の 約 7 0 % 程度で あり ､ 得 られ た好 中球 の 殺菌能 は 正常血球 と 比 し

て 遜色 な い と 予測 され た ｡

これ ら の 結果 か ら ､ 早期相 で造 血 前駆細胞 を増幅させ ､ 後期相 で 好 中球 に 分

化誘導す る我 々 の 方法 で
､ 十分 な好中球 の 機能 を有 した 細胞 を分化 ･ 増幅させ

る こ と が 可 能 で あ る こ と が わ か っ た ｡ こ の 研 究結果 は ､ 頗帯 血か ら の 好 中球誘

導を目指す技術 に と っ て 重 要 で あ ると 思わ れ る ｡ 更 に ､ 近年 発 展 の め ざま し い



肝 性幹細胞 か ら ､ 好 中球 を誘導す る技術 - の 応 用も期待 され る ｡ しか し､
実際

の 臨床応用 に は解決 しなけれ ば ならな い い く つ か の 問題 が あ る｡ まず ､ 今 回我 々

の 得 た 1 6 0 0 倍 と い う倍 率は ､
こ れ ま で報告 された 中で は最高 の 値 で ある が ､ そ

れ で も治療域 と 考 え られ る量 の 好 中球 を得るた め に は 更 に増 幅率 を現在値 の 6

倍 に 向 上 させ な けれ ばな ら な い ｡ ま た ､ 今回我 々 は 有血清培地 で の 培養 を行 っ

た が
､ 将 来 ヒ ト - の 臨床応 用 を念頭 に 置 い た 場合 ､ 無 血 清培地 で の 培養 方法 の

樹 立 が 必 要 で ある ｡ 今回我 々 は ､ 無 血清培地 を用 い て 同様 の 培養を行 っ た が ､

有血清培地を使用 した 上記 の 結果 を再現す る こ と は 出来ず ､ 今回利 用 した サイ

トカ イ ン 以外 に好 中球分化 に対 して 重要 な何 ら か の 因子 が 血清中に含まれ て い

る こ と が 示 唆 され て い る ｡ 更 に ､ 今回 は ､
マ ウ ス 細胞 を用 い た 好 中球 誘導培養

系を構築 した が ､ 将来 の 臨床 応 用 を目指す た め に は ､
ヒ ト 血液細胞 を用 い た確

認 が 必 要 で ある ｡ 今後 は ､ 今 回我 々 が 得た培養法を基礎 に ､
上 記 の 問題点 を解

決 しなが ら ､ 実際に 臨床応 用 し得 る好 中球誘導方法 の 開発 を推 し進 め る方針 で

ある ｡




