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Activin A/EDF (Erythroid Differentiation Factor)の

ヒト造血幹細胞分化に及ぼす影響
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mono｡yticLlells(THP-1｡eIIslhasshowlltObePOtenti(lltoadifferentiationmur･ine

erythroleukemiccells(Friendcells). 王nthisst適y,wedemonstratedthatActivinA/EDF

iIICl̀LILISeSillthtHlL1mber()fhemoglobinpositivecellsil一humaneII,throleukemiaCell1in(､s

withoutthetでdLleti(m ofcellprolif()rl1ti()n. lnadditi()n,itenhancesel-ythroidcol()ny

fotll~lntionfr･om hunlanLナ11､･,throidprogenitorsofnoml(Aand九･.u)S(myelodysplasticsyndrome)

iI.1ヽ,it1-0. Onthenth(､rhand,eyclol0Xl,genLlSL,(CO)mRNA levelsineI･eas(チinliquidCulture

tr(･lnSCl-iption-polymeI-as(～Chainreaction上 TheseresLlltssuggestth(ltActi＼.rirlA,LEDFpossibly

actsasanitlPOrta_IltCytOkineofeII,thropoiesisandmegakalTOCyti｡diffPrelltiLrltionofhuman

hem atop()ieticstem cell.

Keywords:1二L)ドLCrytlu･oiddift-el･(,ntiationfactor).el7,-thr叩Oiesis.megakLu･)･,(YYtiC･diffetでnti-

ation,cyclか0XygenaSe,CytOkine

EDF,赤血球分化,巨核芽球分化,サイタロオキシゲナ-ゼ,造血因子

とによi)行われている.この中で赤血球の分化 (erylhr O -

は じ め に poiesis)は,多能性造血幹細胞 (multipotentstemcell)

各血液細胞の供給は自己再生能をもつ造血幹細胞 (he- が赤血球第-方向づけちれ (com呈ttmen転 赤血球系前

matopoiet皇estemcell)が各系統へ分化し増殖するこ 駆細胞-と分化する.この前駆細胞は BFU-E(burst
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folmillgLlnittlrllhl･oid工Cr/Upl_･;(colonyfomlingunit-

erl,th1-Oid)と呼ばれる invitroで コr7二Mを形成す

る細胞 を経 た後 に形態学的 に同定 可能 左前赤芽球

Lproerythroblast1 -分化する. こLT)erythropoiesis

c')e･arh,stage,に作用 し.I3FLトIl:かよ･､)赤芽球 bursl.

形成を促進する囚+75ミ13PA (burstpromotingactivity)

として想定 され 現在 IL-3.SCF(stt?mCellfこlCt()r｢ .

GM{SF(gT-anulocyte-macr｡phag(I(丁()lonystimulating

rこietOrl等が liI)A を侍′)とされてい:I:'.7fた,CFL T- E

かt､-)前赤芽球-LJ)latestageでは=Ⅰ-:_上して Ⅰ二po(eryth -

ropoietin)が作ffげ ろと考えとてっかていろ.

E,t.o吊 よ,TPA *'lj激 ヒト白血病細胞株 (_Ttllt〕--=

培養上清からてrl,ス赤白血病細胞 (,7L∴,ド純悔)C')-

モ'/Lロビン産生を促進させる作用を持つ蛋白を純化しⅠ三Ⅰ)ド

(erythroiddifferentiatioTlfactor)と名付けた1㌧ f;ll)ド

は,7巾ス骨髄細胞iこおける検討では.1L-3二等十技に

Ⅰ3PA活性を持ち更に rll,poと協調 しer河1rOPOitゝsis(:71

latestageにも作用すると報告されている-i.

中をこ存在 し Act丘vinA と呼ばれていたが3),両者の構

造比較から閣-物質であることが判明した4).

また Fujimoto畑土､1.･r'1-JL巨核芽球細胞株 (I:LSO571

を分化させる蛋白をヒトfibroushjsticK.I)1(lmL-iCelltin(-)

(ⅠくHh′･1-5九;1)培養 L_活 より純化 し. 更にこL■り蛋 白が

ActivimA と閣-であったと報告 している5).

これらのことから Aだ如inA/EDFは,生体内に存在

しhematop()iくさSisにおいて赤芽球 ･巨核球糸分化に関

与 していることか示唆さItた.

近年.G一一(二sr(grm･lul(i-i,t亡で()lonystimulこItinLTfact(小 ,

Epoなどの造血因子の臨床投与が行われるようになり,

白血病の治療現場においては.急性前骨髄球性白血病に

対する ATRA (alトtr･こInS-retinoicacid)が臨床応用さ

れるなど6),造血細胞の増殖骨化を治療 目的に制御する

ことが可能となった.そこでと卜白血病細胞株を摺いた

液体培養で,ActivinA/EDFの赤芽球 申巨核芽球系分

化へLT)影響上 ヒト骨髄細胞L')赤芽球 =)口二一一形成に及
ぼす影響を検討 し,Acti＼rinA EI)I/(T)持つ増殖刺激.

分化誘導効果の臨床応周をこおける可能性を検討 した.

材料および方法

1. ヒト白血病細胞培養

ヒト赤芽球系白血病細胞株 K562).HEL,KtT812.

KU812F,KH88･C2F8.KH88･li:.1Ⅰ瀬.ヒト巨核芽球

糸白血病細胞抹 CMK.C九･tK-ll.5(KtT812,KL消12F,

A CDNA synthesis
tenpJateRNA
Randomp｢lmer
dNTP
DTT
RNase
RT

reactton

B PCR
KCL
Tr-sHCl(pH8.3)
MgCl.l
dNTP
Taqpolyme｢ase

5 し19
100pmo1
80nmol
l0mmoJ
70∪
9 ∪
42℃ 1hr

50mm01
10mnlO1
25mm01
40nmo1
2.5∪

PCRprlmerS IOpm o l e ach 十 cDNA
y - actEn SenseandantFSenSe

cyLlO-oxygen'lSe SenseandantlSenSe

denaturation 94oC lmin20sec

anneaElng 54℃ 2min

elongatl10n 720C 3mlln

C prlmer

cyct0-0xygenase

sense 5､ - CAATG AGTACCGCAAGAGGTTTGG- 3●
antlSeJISe 5- -GGATTCCCTAGGAGACCCTTG- 3■

Y-aCt=1

sense5■ -GTGCTCCTCCGGGGCGAC-3'
antlSenSe5■ -GAAGAAGAGATCGCCGCG-3､

図 1 RートP(､R Lr(､＼･(､I-setri川 W -ipti川11･･)(車m(-I-asp
chとIinlで.,lCti0日1foreyclL1-0XyL,(､n;.lJt-

KI-18fiは当村で樹 立した卓立).それ1､_1外は JCRt3より

供与さ,わたもし｢))をJHL､た.各細胞株 5＼101個を100o

Mpdiun15mliこ浮遊させ.Aeti＼riIIA.EDFhVillOmOtOl

lOOnhTmlを添加し,50oc(二)コ.50.O2存在三卜て1

週間液体培養 し赤芽球.巨核芽球分化の検討;･こ明し､tJ_.

'2.赤芽球 ･巨核芽球分化の評価

赤芽球系分化の指標としては,液体培養後の各細胞株

fluoren染色 7)により求めた.また同時をこ増殖曲線も終

日的に求めた.

巨核芽球系骨化誘導効果の検討は,培養細胞における

血小板凝集惹起物質である thromboxane(TX)B2,

prostaglandint--合成に閏Fj･する血小板 Cyel (ToXygenase

tr;plllSCriptioll-P(巾,nleraSeChai【lreこIetiolll法によiH七

較検討 した.CO 活性は.0.2mmol1Lr)aI･aChid(111ic

鑑idより産生される7貰鞄 を TXB2R王A臨 (Amersham
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InternationalPiC.)にて測定 し求(tT)た.RT-Ir'CR法

cDNA を図 1-A により合成 した.転写された C【~)NA

を図 11｢に示す primerを用い PCR により増幅 し同
時に増幅 した 7･-aCtil-1との比較により CO 発現の指標

とした.PCR のための primerは Yokorama !､.･)9.L')

報告の配列を用い exon10に senseを exonllにanti-

senseを置き設計した.また血小板瞭表面蛋白である gly-

coprotein(GP)Ib,11bに対する monoelonal抗体
(MoAb)の発現を指標として検討 した.Ⅰ{H88細胞を

(TP80,ニチレイ)抗体を周い APAAP法により検出

した.

同様ここlく562､Ⅰくt._T812.ⅠくH88C2F8.ChノtKl1.5を用

い液体培養後の表面抗原 (g王ycophorinA,CD41)の変

化を nowcyt(1metryにて測定 し Act.i＼TinAEr)Fの効

果を検討 した.

3. ヒト骨髄細胞赤芽球系前駆細脂の coIIIny

aSSaI'

正常人と患者 (再生不良性爵動 MDS)骨髄細胞を

メチルセルロ-ス法lO)により培養 LActivimA花DF

のコロニー形成能に及ぼす影響を検討 した.胸骨よさ3採

取 した骨髄細胞から比重遠心法を周い単核細胞 (MNC)

を分離 し,正常骨髄 MNC は 1)×10̀1ml,柊血患者骨

髄 MNCは 5×10'lmlを,3OOoFeS加0.900/+ノl

セルロ-ス半固形培地に Epo(キリンビ-ル)5u/ml

1×10ソml

1×10ナ二

義
: i I

盟

Ix10-

1×101

〕OS

を添加 しAc軌inA/EDFlong/mlを初めとする各穫

遊戯因子の影響を検討 した.7日間培養後をこ観察される

赤芽球凝集塊を CFLトE 由来コロニー-.14日間培養後

の複数の赤芽球凝集塊よりなる策塊を BFU-E 由来コ

ロこ--とし,ニLHニー形成能を検討 した.

結 果

1.赤芽球系分化促進効果の検討

Acti＼うIIA:EDF添加による細胞株の増殖への影響は (図

2l.Actiヽ･inA.EDF添加濃度 100ngrmlで全ての細胞

株で認められなかった,一方 且週間培養後の Hb漁色

では､ Acti＼-inn EDF n添加により表 lに示す様に

K561).Ⅰくし7812.KLT81二～FCelllineで Hb陽性細胞率

素 I Hb陽性細胞比率の変化 (%)

EDF(-) EDY (+)

K562 10.5 41.5

HrIL 7.0 5.0

KU812 13.0 51,0

KU813 7.0 62.0

KH88 C2F8 44.0 42.0

KH88 134r)6 9.0 6.5

C 10.0 14.0

液体培養1週間後しっ2.I-diamin｡fluoT･(.ne染色に
よる Hb陽性細胞数の変化

T . . . . . . .

2 4 6 8 10 12 14 日

培 養 日 数

図 2 Acti､･inAIミDF添加 し1OOngnlい.無添加培養中L7)K562細胞

株増殖曲線.細胞増殖に両群間で有意差なく,髄の細胞株 寝耳EL
KL7812､KH柑)にても同様であー_,た.
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KH88 KH88
KU812KU812F K562 HEL Cellline CMKll-5 B4D6 C2F8

-+-+一十-+ぎ-~･｢ H .:--+-+-+

Y-actlncyclO-oxy9enaSe

図 3 RT･･-1つ('R 法による e),Flo-oxygen(lSt､mRN̂ ハモ現

各細胞株は Ae鵬imA茂DF(100mg/ml)を添加培養 (7即 し,AGPC 法により RNA
を抽出,RT-PC既により検討 した.25cycは 増幅を行った結果は,225bpでのバンド
の描出がラKu812F,K562で ActivimA/EDF添師 こより増強 している,

表 2 Ll).Lllくり-＼1,fIe‖こlトL､ilL､ti＼･ilyr冒)i,ll111

EmF(-) EOF (+)

K562 486 209

HEL 1333 1667

Ku812 190 171

KUSlコド 189 1削

KH88 C2F8 15TlJ 製6250

KH88 B4D6 66 67

液体培養1週間後の細胞浮遊液に araCh主donieac豆d

(0.2mmol/け を添力悶し37℃で3分間反応させ,そ

の上清中の TxB諾濃度を RIA 法にて測定 した.

の増加を認めたが,形懸学的には明らかな変化は認めな

告さ.十ILてし､三一HIl:Lrt1111inL､では,トIh陽性細胞の増

加はみられず増殖抑制鮎確認きれなかった.

KTi88-では.Ill:ti＼,i一l:1I.:I)ドしパ釆加無 しでも Hl)陽

性細胞比率の高値を示 したが予A溺 vinA/EOF による

増強効果はみられなかった (嚢 護). しかしこの細胞株

は hem主m をこよる Hb陽性細胞の増加を認めている .

巨核芽球系 celHineCMK,CMKll,5では Hb陽

性細胞の増加はみられず,形腰学的変化も認めなかった.

AetivinA/EDFによりHb陽性細胞が増加する細胞

株で,Epoあるいは hem呈n(4×105/mu の併用によ

る影響を検討したが,Hb陽性細胞は増加せず,鮎weyt伊

me姉 によるst正acema洩erの解析でも,K嘉2,KU812,

甜 88では 鍔lycophorimA が陽性であったが,Acti扇nA/

EDF添加による発現強度の増強やあらたな発現はみち

01144
tI8739
3

2221

れず,ACも揃 mA花DF をこよる赤芽球系分化刺激効果を

確認できる結果は得られなかった.

2. 巨核芽球系分化刺激効果の検討

35サイクルの CORT-PCR法では HL齢 を含むほ

とんどの骨髄系細胞株で COmRNA の発現が検出さ

れたが,25サイクルでは HL60で検出できず,25サイ

クル CO RT-PCR により半定量が可能と考えられた.

鬼 軌i漉 /EPF添鋤 無添加で比較するとKU812F,K溺2

で CO mRNA に一致する 225bpでの描出バンドの

明らかな増強を認めた (図 3).HELでもその傾向が

伺われたが,KU812,CMK (ll.5)では明らかな変化

は認められなかった.-芳 沢ⅠA 法をこよる CO 活性の

i酢il結果 し表 2‥ こ､こし 八(､ti＼riTl八 1･Il)I/添加により有

意な増加を示 した細胞株はなく,CO mRNA 発現の増

強の成績と一致 しなかった,

また APAAP 法による GPIb, Eb の発現 も
111cti＼-iI一ÅⅠヨ)fr添加でハ増頗｣摘認 さ.恒仁 surrこlLIL,mこulkel･
〔71解析でも.(lhllく11.i-)管 (-i)▲11が陽性て吉-､たが,

ActivinA花DF添凝fWこよる変化はみられなかった.

3. Aぐtil,inA/EDFの骨髄細胞赤芽球コロニー

形成能に及ぼす影響

はし-裾 ニ【仁常ヒト骨髄単核細胞を用い AL,tit,illA･1.:Ⅰ)ド

添加をこよるコロニ-形成を観察 した (図 i).ActivhA/

EDF単数ではコロ--形成を認めないが,Epo存在下

では ActivimA/EDF,10mg/ml添加にて CFU-E コ

ロニー数は増加傾向を示 し,BFU-E コロニーはわずか

に増加 した.また I.L-3.GMtlSF.SCF等LTl併Jlijに

より比瞭 したがいずれの組合せも常粒球,マクロファ…

ジコロニ-の増加は認めたが赤芽球系コロこ-の増加は
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colony数
CFU- E い､(.‥､､･..t.･i B｢U.E

至十 重

EDF(-) EDF(long/mI) EDF(-) EDF(long/mT)

図 凍 正常骨髄細胞におけるコロニー形成

正常ヒトBM MNC2Xlが 個/m且を methylc測ulose培養し,7日後の形
成コロニ-を CFU-E,掴日後のコロニ-を BFU-E として算定 Lた.

｡､1･/. C卜LJt

EDF(-) EDF(long/ml)

colony数 BFU-E

+ -1aPlastic anemia

H MDS

A

EDF(-) EDF(一ong/mt)

図 5 再生不良性落胤 MDS(RA)患者骨髄細胞をこおけるコロニー
形成

･ ･､‥ ･∴:､､:､､. .､:､ .. ･, -

fT..I--日1日に BFL'-77:を測定した.

見られなかった く成績省略).

更に臨床応済を目的として難治後衛血 (再生不良性貧

血および MDS)骨髄により検討した (図 5).コロニ--

形成の著減した蚤症例では Ac廊imA畑DFの添加は無

効であったが,コロニ-形成の見られる例 (MDS)管

は正常骨髄同様に ActivinA/EDFに促進効果を認めた.

また鶴のサイトカインとの併用も正常骨髄と同様をこ影響

し左か-､上.

305

考 察

Arti＼･inA IlIl)Fは.赤芽球系幹細胞に分化刺激効果

を持つことが知られているが‖),最近の報告では巨核

芽球系にも作用する可能性が示唆されている5㌧

現在,白血病は正常な血液幹細胞の癌化に伴う骨化増

殖の調節機構の異常によると考えられているが,実験動

物や吐卜の白血病細胞をこも分化能があり各種分化誘導刺

し【)MSO lll ,′11)A.Luretc.1に反応して分化成熟 し.

増殖能を喪幾することが報告されている項3).一方正常
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血液幹縄胞は造血因子;こ反応して分化と増殖が随伴 して

進行するl･lさ.今回の検討で ActivinA:'EDFは,K562.

KLJ812.KU812Fなどの赤芽球系白血病細胞株におい

てその添加培轟により増殖抑制なしに Hb陽性細胞を

増加させた.このことは ActivinA･f･Il)Fは,細胞障害

作用を伴わず Hb合成を誘導することから.既知CT)分

化誘導剤と作用線稗が異なると考えl､-'わた.またこかま

での報告ではヒト細胞を含む多くの赤白血病細胞におい

て AetivinA/EDF L.-tl_ブタ-が発現 Lていることが推

測され151..こLT)Actiヽ･inA･.･EDFによる分化誘導は単独

作用であり,その誘導過程は Ⅰ三poや Hemin とも異な

病細胞iこ対する分化誘導作用は.invivoでも発揮 され

ることが示されている.~ブレンド細胞を移植 した担癌て

r17lX.の陸湯内投与実験において,AetivinA EI)F投与

により睡癌内の細胞分化が確認され.鷹揚しり生長抑制と

生存日数の延長が認め1pL)IILている16㌧ しかし細胞株問

で分化の程度が異なりその作周執序は複数と考えられる.

正常ヒト骨髄細胞に対する分化刺激効果の検討におい

ては F.po存在下で CFLトE 二llJニ-形成を増加させ

た.こL7)作秤目よT細胞または単球を介した間接的左作用

と考えられておりま7),直接分化を誘導 しうる赤白血病

細胞に対する作用と異なっている.一方成熟 した赤芽球

前駆細胞 (CFLT-tT.)し')分化,増殖く･こ対する Acti＼,inn

EDFの効果は.報告により異存一･､ている. しかしSllaO

l､)は,Actjヽ･inAEr)Fが CFLトrTJに菌接作用して,Ilb

遺伝子の発現を促進すると報告 しているは∴ 今回L')検

討でも ActivinA.■Er)F添加により 13FLトE 二)口ニー

の増加を認めた.こL')よ･-)に ActivinA t･:I)Fは複数'--JT)

機構により正常造血に作用 し得るもL')と考えと▲〕Ilる.

また Actiヽ,in且 Er)Fは脳下垂体,卵輿.等し月毛に骨

髄や牌臆といった遊戯観織中にも内因性に存在すること

が兄いだされt9㌧ 最近の報告では組織中だけでたく血

液中にも存在することが確認された20㌧ 同時iこArti＼･inIl

EDF活性中和能を持つ結合蛋白LT)存在が報合され そ

の投与でマウスの骨髄,酵勝率の赤芽球前駆細胞数が減

少することから.内閉性 Actj＼･inA EDFは invi＼,()

で赤芽球造血に関与することが確認されている21).

-方赤芽球系幹細胞異常をこよると考えられる再生不良

性貧fh.MDS患者由来骨髄赤芽球造血幹細胞に対十･三､

効果の検討では,重症貧血例では ActivinAEDFLT)効

果は明L-I.'かではなかったが,貧血の軽い例では Ep(‥′f)

存在下で ActivinAEDF添加により CFLトE,BFLTl二

EI)Fの解析CT)検討では,患者血中に Acti＼･･inA Er)ド

活性に対する,(ンヒビヤ一一CT)存在が報告されている21.

同様の物質が貧血患者の血中にも存在するとすれば,

ActivinA/EDFはこの治療に有望であり,これらの貧

血の病態解析等今後(T)検討が必要である.

は,CO 活性の増加を示唆する所見を得た.これまでの

報吾ではてウス亡')megakaryoblastiecellline(L180571

てr17ての erllhroleukemiacell一ine(A:IELlで ′1'XJ.･l･2

度盤増加を示 したもの等の報告23)はあるが,奪回の検

討を含め細胞表面抗原の変化や巨核球 コロニ-形成の増

加等 Megイ二SF活性を確認 した報告はな(.そLr.)作用

の存在を含め更をこ検討を加える必要があると考えられた.

いずIlにせよこtlLまで述べた AL-tit,inA.EDFLり造血

刺激効果は,Epoや他のサイ トカインと比べ単独では

充分とはいえない. しかし Epoなどの摩周とは異なる

ことより, 萱適作周最の検討や鶴のサイトカインとの閲

鼠 レセプタ-とそれを介したシグナル伝達等の作用機

序の解析により既知のサイ トカインの無効な疾患に対し

て.Acti＼･inA t.:1)Fはイj一朝なi】J能性が舌i)∴更に詳純

な検討が必要である.

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜った新

潟大学医学部第-I･内科学教室柴田 昭教撞,新潟大

学高襟度無菌治噂部森【圧差昭助教授.岸 賢治助手

に深謝いたします,
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