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プロテオグリカンのマウス巨核球造血に及ぼす影響

東京医科大学内科学教室（指導：伊藤久雄主任教授）

　　方波見恵子　　代田常道

【要旨】骨髄の造血微小環境の一員であり，細胞外マトリックスを構成する重要な要素であるプロテオグリ

カンのマウス巨獣球造血に及ぼす影響について無血清培養法を用いて検討した．

　マウス大腿骨骨髄細胞2×105個／m1にインターロイキン3（IL－3），インターロイキン6（IL－6）の共存下

でコンドロイチン硫酸A，B及びピアルロン酸をそれぞれ添加し巨核球コロニー数，コロニーサイズ，核

DNA量（ploidy）を測定した．コンドロイチン硫酸A，　B，ピアルロン酸をそれぞれ加えた系ではコロニー

数はIL－3とIL・6のみを添加した系にくらべて有意に増加した．この増加の程度はプロテオグリカンの濃度

を変えても不変であった．しかしコロニーを構成する巨核球数に有意な増加は認められず，巨核球のploidy

も増加しなかった．

　これらの結果よりプロテオグリカンには三二球コロニー刺激因子としての作用があることが判明した．

はじめに

　骨髄の細胞外マトリックスは造血前駆細胞が増殖

と分化を行うために欠くことのできない因子であ

る1）．この細胞外マトリックスは主に骨髄間質細胞

（ストロマ細胞）で産生され，骨髄内に蓄積されて作

用を発揮しており，造血微小環境の重要な一員とし

て近年注目を集めている2）．骨髄間質細胞が産生す

る様々な細胞外マトリックスの中で，プロテオグリ

カンは硫酸化された繰り返し二糖類からなる多糖類

（グリコサミノグリカン，以下GAG）が共有結合し

たコア蛋白の存在を特徴とする不均一で巨大な分子

の総称である．

　プロテオグリカンはGAG鎖付加という修飾を受

ける以外には特に共通性のない蛋白の集団なのでそ

の作用も多様である．造血における主な作用は造血

前駆細胞とストロマ細胞や細胞外マトリックスとの

接着，造血因子との結合などが報告されている

が3～7），プロテオグリカンそのものが造血幹細胞の増

殖と成熟に直接的にどの様にかかわっているかにつ

いては殆んど判っていない．そこで著者らは今回プ

ロテオグリカンのマウス巨核球造血に及ぼす影響に

ついて検討し，若干の知見を得たので報告する．

材料および方法

　1．マウス

　雄性BALB／c，4－8週齢を使用した．尚東京医科

大学動物実験指針（東医大誌第51巻3号）に基づい

て実験を行なった．

　2．造血因子（サイトカイン）及びプロテオグリカ

　　ン

　インターロイキン3（以下IL－3），インターロイキ

ン6（以下IL－6）はGenzyme社（米国）より購入し，

コンドロイチン硫酸A，B及びピアルロン酸は生化

学工業（東京）より購入した．実験に用いたそれぞ

れの造血因子とプロテオグリカンの概要と量は次の

通りである．IL－3：マウスTcell　Iymphoma　cell

lineであるLBRM－33細胞のcDNAを用い得られ

たリコンビナントマウスIL－3を用いた．　IL－6：ヒト

胎児腎細胞より作製されたIL－6　cDNAをchinese

hamster　ovary（CHO）細胞にトランスフェクトし

得られたリコンビナントヒューマンIL－6を用いた．

コンドロイチン硫酸A：Schillerらの色層分析法を

用い8），チョウザメの脊索から作製されたものを用

いた．コンドロイチン硫酸B＝Meyerらの方法を用

いブタ皮から作製9＞，更にSchillerらの色層分析法
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にて精製されたものを用いた．

　ピアルロン酸：グルクロン酸とN一回忌チルグル

コサミンで組成された酸性ムコ多糖体で，ブタ皮か

ら作製されたものを用いた．

　各サイトカインはIL－3100　U／m1，　IL・650　ng／ml

の濃度で使用し，コンドロイチン硫酸A，B及びピ

アルロン酸は各種濃度で以下の10系の実験を行っ

た．

　（1）100U／ml　IL－3と50ng／ml　IL－6のみを加え

た系

　（2）100U／ml　IL－3，50　ng／ml　IL－6に10μg／mlの

コンドロイチン硫酸Aを加えた系

　（3）100U／ml　IL－3，50　ng／ml　IL－6に50μg／mlの

コンドロイチン硫酸Aを加えた系

　（4）100U／ml　IL－3，50　ng／ml　IL6に100μg／ml

のコンドロイチン硫酸Aを加えた系

　（5）100U／ml　IL－3，50　ng／ml　IL－6に10μg／mlの

コンドロイチン硫酸Bを加えた系

　（6）100U／ml　IL3，50　ng／ml　IL6に50μg／mlの

コンドロイチン硫酸Bを加えた系

　（7）100U／ml　IL－3，50　ng／ml　IL－6に100μg／ml

のコンドロイチン硫酸Bを加えた系

　（8）100U／ml　IL－3，50　ng／ml　IL－6に10μg／mlの

ピアルロン酸を加えた系

　（9）100U／ml　IL－3，50　ng／ml　IL－6に50μg／mlの

ピアルロン酸を加えた系

　（10）100U／ml　IL－3，50　ng／ml　IL－6に100μg／ml

のピアルロン酸を加えた系

　3．無血清培養法及びコロニー測定法

　培養材料

　1）プラスチック培養皿（LUX5221）

　2）培養液

　以下の条件の培養液をあらかじめ作製しておく．

O　IMDM　（ISCOVE’s　modified　DULBECCO’s

medium）（Gibco社，米国）

　IMDM　17．7gを1000　mlの蒸留水に溶解し，炭酸

水素ナトリウム3，0gを加えたものを1倍濃度，

IMDM　17．7gを500　m1の蒸留水に溶解し，炭酸水

素ナトリウム3．Ogを加えたものを2倍濃度の

IMDMとした．

②ウシ血清アルブミン（Sigma社，米国）

　Fraction　Vのウシ血清アルブミン10　gを40　ml

の蒸留水で溶解し4℃で24時間暗所で静置し，レジ

ン1gを加え1時間放置する．その間15分置に泡を

立てない様にガラス棒でゆっくり撹搾する．それを

ガーゼで濾過し更に同じ過程をもう一度繰り返す．

ガーゼで再度濾過しレジンを除き液量を測定し，同

量の2倍濃度のIMDMを加え，ミリポアフィルタ

ーを通し滅菌して一20℃で保存する．

③トランスフェリン（Boehringer社，ドイツ）

　30ng／mlのトランスフェリンを4℃で保存する．

④コレステロール

　3．9mgのコレステロールに0．4m1の無水アルコ

ールを加え，50℃で1時間かけて溶解する．それに

前述したウシ血清アルブミン5mlと7％炭酸水素

ナトリウム0．2m1，1倍濃度のIMDM　45　mlを加え

最終濃度78μg／mlとし4。Cにて保存する．

⑤寒天（Difco社，米国）

　寒天0．3gを蒸留水25　mlとともにフラスコに入

れ，水を沸騰させた中に15分間温浴して寒天を溶解

し，12％軟寒天を作製後41℃の恒温槽で保存する．

　3）骨髄細胞

　BALB／cマウスを頚椎脱臼で屠殺後大腿骨を取

り出し両骨端を切り，1倍濃度IMDM　lm1で骨髄

を試験管の中に流し出す．その細胞浮遊液100μ1を

トリパンブルー一　900　”1と混和し，生細胞をカウント

し2000個／μ1となるよう細胞浮遊液を調節する．

　4）無血清培養法

　前述した細胞浮遊液に，先に用意したトランスフ

ェリン0．1ml，ウシ血清アルブミン0．5ml，コレス

テロール0．5m1，各種サイトカイン，1倍濃度の

IMDMを加え総量2．5m1となるようにする．更に

1．2％軟寒天1．25ml，2倍濃度のIMDM　1．25　mlを

加え合計5m1とし，その1mlずつを培養皿に分注

する．最終的には骨髄細胞2×105個／ml，ウシ血清

アルブミン1％，トランスフェリン600μg／ml，コレ

ステロール7．8μg／mlと各種濃度のサイトカイン

を0．3％軟寒天に埋め込むことになる．これを37℃，

5％CO2の条件下で7日間培養する．

　5）巨核球コロニー測定法

　培養終了後寒天ごと乾燥固定し，マウス巨核球に

特異的マーカーであるアセチルコリンエステラーゼ

（AchE）染色を施し，3個以上のAchE陽性細胞か

らなる細胞集塊を巨核球コロニー（Fig．1，×100）

として算定した．Fig。1にはAchE陽性の巨核球数

個の集籏からなるコロニーを示す．

　4．巨核球DNA含量の測定法

　培養終了後寒天ごと乾燥固定しフォイルゲン染色
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Fig．　1　Megakaryocyte　colony

を施し，CAS200R（Cell　Analysis　System社，米国）

にて昏々球DNA量を測定した．コントロールとし

て同じ標本上にある成熟穎粒球のDNA量を10回

測定し，その平均を2Nとした．

結 果

　IL－3，　IL、一6，コンドロイチン硫酸A，　B，ピアルロ

ン酸の巨核球コロニー形成，コロニーサイズに与え

る影響

　IL－3とIL－6，　IL－3とIL－6に各種濃度のコンドロ

イチン硫酸A，B，ピアルロン酸をそれぞれ無血清培

養下で加えた時の巨核球コロニー数をFig．2，3に

示す．即ちIL3とIL－6の系に比べ，コンドロイチン

硫酸A，B，ピアルロン酸それぞれを加えた系で巨核

球コロニー数は有意に増加した．しかしFig．3に示

す様にコンドロイチン硫酸A，B，ピアルロン酸とも

10μg／mlの濃度で巨核球コロニー数は有意に増加

したが，50μg／ml，100μg／mlと濃度を変えても巨

核球コロニー数の増加に有意差は認められなかっ

た．

　各系のコロニーサイズをFig．4に示す．　IL3と

IL－6の系に比べ，10μg／mlのコンドロイチン硫酸

A，B，ピアルロン酸をそれぞれ加えた系ではコロニ

ーサイズの増加傾向がみられたが有意ではなかっ

た．これはコンドロイチン硫酸A，B，ピアルロン酸

の濃度を50μg，100μg／m1に増加しても同様であ

った．

　IL・3，　IL・6，コンドロイチン硫酸A，　B，ピアルロ

ン酸の巨核球DNA量に与える影響

　IL－3とIL－6，　IL－3とIL－6と10μg／mlコンドロイ

チン硫酸A，IL－3とIL－6と10μg／mlコンドロイチ

ン硫酸B，IL－3とIL－6と10μg／mlピアルロン酸の

系においてDNA量を測定した（Fig．5）．IL－3とIL

6の系では最大が16Nであるのに対し，コンドロイ

チン硫酸A，Bそれぞれを加えた系では最大が32N

と増加したが，統計的に有意差は認めなかった．ピ

アルロン酸を加えた系では最大が16Nと差は認め

られなかった．それぞれの平均はIL－3とIL－6では

8．24N±4．36，　IL－3とIL－6とコンドロイチン硫酸

Aでは11．64N±7．08，　IL－3とIL－6とコンドロイチ

ン硫酸Bでは10．12N±7．32，　IL－3とIL－6とピア

ルロン酸では6．96N±3．93であった．

考 察

　近年血液幹細胞の分化，増殖過程の研究が進み，

造血機構が次第に明らかにされつつあるが，巨核球

の分化成熟及び血小板産生の過程はまだ完全に解明

されていない．巨核球の増殖と分化の初期の段階に

（3）
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Fig．　2　The　mumber　of　megakaryocyte　colonies

　　　formed　by　2　×　105　cells　is　shown．　Effect　of　IL－

　　　3　plus　IL－6，　IL－3　puls　IL－6　plus　10　ptg／ml

　　　chondroitin　sulfate　A，　IL－3　plus　IL－6　plus　10

　　　ptg／ml　chondroitin　sulfate　B　and　IL－3　plus

　　　IL－6　plus　10　ptg／ml　hyaluronic　acid　on　mega－

　　　karyocyte　colonies．　Data　represent　the

　　　mean±SD　of　pooled　data　from　three　sepa－

　　　rate　experiments．　Differences　between　col－

　　　ony　numbers　are　analyzed　using　the　non－

　　　parametric　Wilcoxon　test．
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Fig．　3　The　number　of　megakaryocyte　colonies

formed　by　2　×　105　cells　is　shown．　Effect　of　IL－

3　plus　IL－6，　IL－3　plus　IL－6　plus　10，　50，　100

＃g／ml　chondroitin　sulfate　A，　IL－3　plus　IL－6

plus　10，　50，　100　vg／ml　chondroitin　sulfate　B

and　IL－3　plus　IL－6　plus　10，　50，　100　pg／ml

hyaluronic　acid　on　megakaryocyte　colonies．

Differences　between　colony　numbers　are

analyzed　using　non－parametric　Wilcoxon
test．
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Fig．　4　Effect　of　prot．eoglycans　on　number　of
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は幹細胞刺激因子（stem　cell　factor），　IL－3，　IL－6な

どのサイトカインが関与しているとされるが，それ

らの刺激因子がどの様にかかわりあっているのか，

□IL－3・1・一6

圏．耀鴇、。nd，。i，、n．sulf。，h。

舅．耀譲、。，d，。、t、n　sul，。，。　B

一　　IL－3＋IL－6
　＋10pglml　hyaluronic　acid

　　　　　2N　4N　8N　16N　　　’　32N
　　　　　　　　　　　　　　　　　PIoidy　Class

Fig．　5　Ploidy　distribution　of　megakaryocyte

　　　colonies　stimulated　by　IL－3　plus　IL：6，　IL－3

　　　plus　IL－6　plus　10”g／ml　chondroitin　sulfate

　　　A，　IL－3　plus　IL－6　plus　10　＃g／ml　chondroitin

　　　sulfate　B　and　IL－3　plus　IL－6　plus　10　ptg／ml

　　　hyaluronic　acid．

4N 8N

あるいは巨核球の増殖と分化を抑制する因子（nega－

tive　regulator）も推測されているが，その存在の証

明はまだされていない．これは巨核球の分化成熟と

血小板産生には他の血球の系統にはみられない複雑

な機構が存在すること，巨富球が他の造血細胞に比

べて非常に少なく，その分離，定量が困難であるこ

となどがあげられる．離核球が分化成熟し血小板が

産生されるには2種類の因子が必要であるとされて

いる10）．その第一の因子はそれを加えるだけで巨核

球コロニーが形成される巨核球コロニー刺激因子
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（megakaryocyte　colony－stimulating　factor：Meg－

CSF）であり，第二の因子はそれだけ加えても巨核

球コロニーを形成させる活性はないが，Meg－CSF

とともに加えると巨核球のサイズ，核DNA量
（ploidy）を増加させたり，成熟を促進させる作用の

ある巨核球増幅因子（megakaryocyte　potentiator：

Meg－POT）である．

　今回の実験からコンドロイチン硫酸A，Bやピア

ルロン酸の巨核球造血に及ぼす影響はFig．2で示

す様に，IL・3とIL－6のみの系に比較して，巨富球コ

ロニー数は約2倍と増加したことからMeg－CSF作

用が主体であると考えられた．そしてその作用の強

さはコンドロイチン硫酸A，ピアルロン酸，コンド

ロイチン硫酸Bの順であった．またこの3種類のプ

ロテオグリカンのMeg－CSF活性はFig．3で示すと

おり，10，50，100μg／mlとそれらの濃度を変えても

不変であった．コロニーサイズの比較については

Fig．4に示すようにIL－3とIL－6の系よりもコンド

ロイチン硫酸A，B，ピアルロン酸をそれぞれ10

μg／ml加えた系の方が増加傾向は認められたが有

意ではなかった．更にFig．5の結果より出血球の核

DNA量（ploidy）については，　IL3とIL－6の系が

最大16Nに対して，コンドロイチン硫酸A，　Bは最

大32N，ピアルロン酸は最大16Nと有意な増加は認

められず，これらのプロテオグリカンのMeg－POT

作用はないか，あっても軽度であると考えられる．

　プロテオグリカンは骨髄では静脈洞内皮細胞や線

維芽細胞などのストロマ細胞が産生しており，造血

における作用は最近までおもに血液前駆細胞とスト

ロマ細胞との接着の際のメディエーターという観点

から検討されてきた5一’7）．また近年はプロテオグリカ

ンがインターロイキン3や豆粒球マクロファージコ

ロニー刺激因子を捕捉し，これらの造血因子の局所

での濃度を高めることによって造血幹細胞の分化と

増殖に関与しているとされている3）4）．

　今回の著者らの研究ではプロテオグリカンは巨核

球の増殖に，Meg－CSF作用という形で直接的に関

与していることが明らかとなったが，その作用がい

かなる機序によるのかは今のところ明らかではな

い．プロテオグリカンを培養系に添加することによ

り，上に述べた様な巨富球系前駆細胞とストロマ細

胞との接着を増強させたり，造血因子の局所濃度を

増加させることによりMeg－CSF作用が発揮される

のか，あるいはこれらとは異なった機序によるのか

は興味深いところである．

　また多能性造血幹細胞や巨核球及び血小板自体が

プロテオグリカンを産生しており，その種類はコン

ドロイチン硫酸であることが判明している11’一14）．こ

の様な血液細胞自身が産生しているプロテオグリカ

ンの生理的作用もまだよく判っていない．今回の研

究ではプロテオグリカンのMeg－POT作用は明ら

かではなかったが，巨核球が成熟する際の細胞突起

形成をグリコサミノグリカンが調節しているとの報

告があり15），この様な血小板生成過程の比較的後期

におけるプロテオグリカンの作用については更に今

後の研究が必要である．

　ごく最近。－mp1レセプターに結合するリガンド

（MLリガンド）がクローニングされた．この因子に

は強い血小板増加作用があり，トロンボポエチンで

はないかと注目されている16）一一19）．このMLリガン

ドの研究はまだその端緒をひらいたばかりであり，

プロテオグリカンとの関係も今後重要な課題である

と思われる．

　以上述べた様に，今回の研究からプロテオグリカ

ンには巨核球コロニー刺激因子としての作用がある

ことが明らかとなったが，巨核球のプロテオグリカ

ンに対するレセプターの有無をはじめとして解決す

べき疑問点が多々残されており，今後の更なる検討

が必要である．

結 語

　マウス出血球造血に及ぼすプロテオグリカンの影

響をin　vitroで検討し，次の様な結論が得られた．

　1．インターロイキン3，6の共存下でマウス丸心

球コロニー数を増加させ，Meg－CSF作用を示した．

　2．　この作用は濃度依存的ではなく，少量でも大

量でも巨核球コロニーの増加率は一定であった．

　3．巨核球の核DNA量は増加させず，　Meg－

POT作用は明らかではなかった．

　4．Meg・CSF活性発現の機序については明らか

ではなく，今後の更なる検討が必要である．

　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし

た伊藤久雄教授に深甚なる謝意を表します．また核

DNA定量について便宜を図って下さいました本学

外科学教室加藤治文教授，小中千守助教授，ならび

に実験に御協力頂きました内科学教室第三講座林治

博士，原田芳巳博士，並びに実験助手野本さい子氏
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Effect　of　Proteoglycans　on　Mouse　Megakaryopoiesis

Keiko　KATABAMI，　Tsunemichi　SHIROTA

Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College

　　　　　　　　　　（Director：Prof．　Hisao　ITO）

　　Establishment　of　an　extracellular　matrix　in　the　bone　marrow　is　essential　for　the　proliferation　and

differentiation　of　hemopoietic　progenitor　cells．　Among　various　extracellular　matrix　components，　proteog－

lycans　are　increasingly　implicated　as　a　major　factor　in　the　regulation　of　hemopoiesis．

　　Whether　proteogylcans　stimulate　hemopoiesis　directly　or　not　is　an　unsolved　question．　We　therefore

studied　the　effect　of　proteogylcans　on　mouse　megakaryopoiesis　in　vitro．

　　Bone　marrow　cells　of　mouse　femur　were　cultured　with　chondroitin　sulfate　A，　B　and　hyaluronic　acid

in　the　presence　of　interleukin　3　and　6，　then　the　number　and　the　size　of　megakaryocyte　colonies　and　the

ploidy　of　megakaryocytes　were　examined．　Chondroitin　sulfate　A，　B　and　hyaluronic　acid　increased　the

number　of　megakaryocyte　colonies　but　not　the　colony　size　nor　the　ploidy　of　megakaryocytes．　lncrease　of

the　number　of　megakaryocyte　colonies　was　most　prominent　in　the　experiment　with　chondroitin　sulfate　A．

Concentration　of　proteoglycans　did　not　affect　the　rate　of　increase　of　the　number　of　megakaryocyte

colonies，　These　data　indicate　that　proteoglycans　have　potential　as　megakaryocyte　colony－stimulating

factors（Meg－CSF）．The　activity　of　proteoglycans　as　megakaryocyte　potentiators（Meg－POT）was　not

proved，　The　mechanisms　through　which　proteoglycans　act　as　a　Meg－CSF　in　mouse　megakaryopoiesis

remain　unclear．

〈Key　words＞　Megakaryopoiesis，　Extracellular　matrix，　Proteoglycan．
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