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IL一6とホルボルエステルによるマウス未分化造血前駆細胞の

コロニー形成とそのシグナル伝達

学位論文内容の要旨

〔目的〕
  造血幹細胞に作用するサイトカインの中でインターロイキン―
6（IL－6）、顆粒球コ口ニー刺激因子（G―CSF)、IL－11、IL―12、
Leukemia inhibitory factor¥ Stem cell factorはGo其Hにある
未分化造血前駆細胞に働き、細胞周期へと移行させる共通の作用
を有する。一方、IL－3と顆粒球―マク口ファージコロニー刺激因
子(GMーCSF)には上記のような作用はないが、細胞周期ヘ移行した
前駆細胞の活発な増殖を支持する能カを有する。最近、IL－6と
protein kinase C(PKC)の活性イヒ剤の一一っである12－0―tetraーdec
anoyl―phorbolー13―acetate (TPA)との併用により顆粒球一マク口
ファージコロニー形成細胞の増殖が刺激されることが報告された。
もしこの組み合わせが未分化造血前駆細胞の増殖を刺激するとす
れば、まだ十分には解明されていないサイトカインによる未分化
造血前駆細胞の増殖におけるシグナル伝達機構の解明の一助にな
ることが想定される。そこで、私はIL―6とTPAとが未分化造血前
駆細胞の増殖を支持できるか否か、その増殖のシグナル伝達はど
のようなものであるかにっいて検討した。

〔対象および研究方法〕
1．TPAとIL―6による未分化造血前駆細胞のコ里三ニ形成：無菌
環境下に飼育したBDFユ雄性マウスを10ないし15週齢で用いた。
未分化造血前駆細胞の濃縮のため、 150 mg/ kgの5－FUを尾静脈よ
り注入し、48時間後に大腿骨を採取して、骨髄細胞浮遊液を得た。
この細胞を種々のサイトカインとともに2週間培養し、倒立顕微
鏡下に50個以上の細胞から成る細胞集塊をコ口ニーとしてコ口二
ー型に従って算定した。
2．Delayed addition:IL－6とTPAとの併用によるコ口ニー形成
においぞ司冫6とTPAは同時に存在しなければならないか否かを、
delayed additionによって検討した。培養開始時にIL―6、ある
し、はTPAを添加しておき、培養2-4-8日目にTPA．またはIL―6



を添加した。

〔結果〕
1．TPAとIL－6による未分化造血前駆細胞のコ里三ニ形成：TPA
およびIL－6軍爾はーコ石―三ー形成爾1―，まとんど認められなかった。
IL－6とTPAとを併用すると14日目には11個のコロニーが形成され
た。コ口ニー形成を経時的に観察するとIL→3によるコ口ニー形成
に比較して形成されるコロニー数は少なかったが、経時的増加傾
向はほぼ平行した。IL―6とTPAとにより形成されるコ口ニーは、
GMコ ロ ニ ー 、 GEMIKコ 口 ニ ー 、 Blastコ 口 ニ ー で あ っ た 。
2．Delayed addition:培養開始時にIL―6を添加しておくとコロ
ニー数百彊彌眄孫たれ、TPAの添加がおくれるほどコ口二ー数は
滅少する傾向にあった。一方、TPAを培養開始時に添加しておき
ILー6をおくれて添加した場合にはコ口ニーはほとんど形成されな
かった。
3． PKC cD down regulationcD三里三ニ形成におよぼす影響：
TPA溶液と同一濃度のDMSOを用いたコント石こールでは、骨髄細胞
の105個あたり6個のコ口ニーが形成されたのに対し、TPAと48
時 間 培 養 し た も の で は コ 口 ニ ー は 全 く 形成 され なか った 。
4．蛋白質リン酸化酵素阻害剤のコ旦三ー形成におよぼす影響：
  カルフォスチンCは100nlK（PKCに対するIC50の2倍の濃度）
以上の濃度でIL-3およびIL―6十TPAによるコ口ニー形成を完全に
抑制した。ゲニステイン は1彫g/ ml（EGFレセプターのIC50に
当たる）以上の濃度でIL－6十TPAによるコ口ニー形成を完全に抑
制した。ハービマイシンAl00―200ng/mlの濃度でILー3によるコ口
ニー形成は完全に抑制され、IL－6十TPAによるコ口ニー形成は75
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％抑制された。
5．Delayed additionと阻害剤の組み合わせによるコ口ニー形成
におよぼず影霤IIL一醒固酉―で百5―丁面―の－・コDニ．ーが形成された
が、こーれ,  t三―カルフエスチンCまたはハービマイシンAを併用する
とそれぞれの添加lOOnM以上、200ng/ml以上でコ口ニー形成が抑
制された。IL―6とともに培養を開始して、2日目にTPAを単独ま
たは阻害剤とともに添加すると、TPAによるコ口ニー形成の増強
効果は阻害剤によって打ち消された。

〔考按〕
  IL－6とTPAとによるコ口ニー形成はIL－3のそれにはわずかにお
よばないものの、GMコ口ニーのみでなく、GEMMコロニーと芽球コ
ロニーをも含むことからGMコロニー形成細胞よりも未分化な前駆
細胞由来のものであることが示唆された。IL―6とTPAとの併用に
よる最大のコロニー形成には両者が培養開始時から存在すること
が必要で、TPAの添加がおくれるにっれコロニーは減少し、IL―6
が培養開始時から2日間存在しないと、TPAを後から添加しても
コ口ニーはほとんど形成されないことから、未分化造血前駆細胞
のコ口ニー形成にはIL―6の必須なことが示唆された。TPAと細胞
との長時間接ゑ虫によるPKCのdown regulationによってIL―6十TP
Aのコ口ニ一形成作用が打ち消された事からIL－6とTPAの併用作
用はPKCを介していることが強く示唆された。PKC阻害剤である
カルフエスチンCあるいは、チロシンキナーゼ阻害剤であるゲニ
ステイン、ハービマイシンAによりIL―6+TPAのコロニー形成作用
が抑制されたことからIL―6十TPAのシグナル伝達経路にはPKC、
お よ び チ 口 シ ン キ ナ ー ゼ の 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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学位論文審査の要旨
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IL－6とホルボルエステルによるマウス未分化造血前駆細胞の

コロニー形成とそのシグナル伝達

III．結果
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