
ヒトB細胞のマクロファージへのLineage転換 :

ホジキンリンパ腫の病態との関連

(課題番号 17590993)

平成17年度～平成 18年度科学研究費補助金

基盤研究 (q(2) 研究成果報告書

平成19年3月31日

研究代表者

三重大学大学院医学系研究科教授 片山直之



研究組織

研究代表者 :片山 直之 (三重大学大学院医学系研究科教授)

交付決定額 (配分額) (金額単位 :千円)

直接経費 間接経費

合計平成 17年度 2,000 0

2,000平成18年度 1,500

0 1,500総計 3,500 0

3,500研究の背景と目的ヒト末梢血単球はマクロファージだけで

なく､樹状細胞へも分化することが示されているが､我々はこれまで単球のマ

クロファージあるいは樹状細胞への分化のサイトカインによる制御機構を解明

してきた｡また､我々はヒト末梢血成熟好中球はすでに未分化な段階で分化の方

向性 (系統)が決定され､分乗球に分化するだけと考えられていたが､末梢組

織で産生されるサイトカインの存在下で他の系統の細胞にも系統転換分化する

ことを報告した｡これらのことは､ヒト成熟血液細胞は分裂能を喪失し､成熟

分化するのみと考えられている分化段階であっても多分化能が保持されている

ことを示しており､血液細胞の分化の認識の根幹に関わ

る重要な知見であると考えられる｡Hodgkin細胞が抗原提示細胞であるマク

ロファージとしての細胞学的特性を持っていることは以前より知られていた.また､

Hodgkinリンパ腫の腰痛は､腫癌化した少数の Hodgkin 細胞とそれらの周囲

に集積した非腫癌性の CD4+T細胞より構成されていることが明らかにされている

.本研究は､Hodgkin細胞は腫癌性の B細胞が抗原提示細胞であるマ

クロファージへ系統転換分化した細胞であり､それらが選択的に CD4+T細胞

を刺激し､増生させ､腰痛を形成している疾患がHodgkinリンパ腫であるとの

仮説のもとに､末梢血 B細胞の抗原提示細胞であるマクロファージへの系統転換分化の可能性についての検討を目

的として開始された｡研究成果本研究の推進中に､ヒト末梢血単球が皮

膚環境で構成的に産生されるサイトカインであるGM-CSF､TGF-β1､NotchリガンドDelta-1によ



胞へ分化することを見出した｡GM-CSFとⅠし3の単球における細胞内へのシグ

ナルは共通の受容体サブユニットであるβ鎖により伝達されると考えられてい

るが､Ⅰし 3､TGF-β1､NotchリガンドDelta-1の存在下では､単球からLangerhans

細胞は誘導されなかった｡これらの知見に基づき､以下の 4点を中心として研

究を遂行した｡

1.皮膚環境で構成的に産生されるサイトカインであるGM-CSF､TGF-β1､Notch

リガンドDelta-1によるヒト末梢血単球のLangerhans細胞への分化｡

2.ヒト末梢血単球のLangerhans細胞への分化における皮膚環境の特異性の検証｡

3.成熟好中球と単球 ･マクロファージの細胞分裂歴の差異｡

4.ヒストン脱アセチル化酵素の造血前駆細胞の増殖と分化における役割0

1.Langerhans細胞は表皮の構成細胞の 1つであり､T細胞の初期免疫応答を引

き起こす抗原呈示細胞であるが､ヒトLangerhans細胞の発生や分化経路につい

ては十分に解明されていなかった｡皮膚の上皮と真皮の境界領域に存在するケ

ラチノサイトは GM-CSFとTGF-β1を分泌している｡ケラチノサイトに囲まれ

た表皮幹細胞は NotchリガンドDelta-1を発現している｡ そこで､ヒト末梢血

単球をGM-CSF､TGF-β1､NotchリガンドDelta-1の存在下で培養したところ､

Langerhans細胞に発現されているCDla､CLA､CCR6､Langerin､E-cadherinを

発現する細胞が誘導された｡これらの細胞の電子顕微鏡検査では､多数の細長

い細胞突起と細胞質内にLangerhans細胞に特異的なBribeck頼粒が確認された｡

これらのことは､ヒト末梢血単球をGM-CSF､TGF-β1､NotchリガンドDelta-1

で培養して得られた細胞はLangerhans細胞であることを示している｡次に､Notch

シグナルの下流にある HES-1の発現を検討した｡NotchリガンドDelta-1で刺

激された培養細胞よりRNAを抽出し､HES-1遺伝子の発現をリアルタイムPCR

にて検討したところ､その発現が約 10倍に克進していた｡Notchのcleavageを

阻害することによりNotchシグナルを阻害する7-secretase阻害剤を Notchリガ

ンドDelta-1を含む培養系に加えたところ､単球からLangerhans細胞の誘導が

阻害された｡これらの結果は､我々の実験システムにおける Notchシグナルの

伝達を確認するものであるoGMTCSF､TGF-β1､NotchリガンドDelta-1で誘導

されたLangerhans細胞は貧食能を持ち､CCR6のリガンドであるMIP-3αに対す

る走化性を示した｡これらの細胞を CD40リガンドとTNF-αで成熟させると､

成熟型の抗原呈示細胞の表現型を示し､抗原分子特異的にT細胞を刺激する能
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力を獲得し､CCR7のリガンドであるMIP-3βに対する走化性を示すようになっ

た｡以上の研究成果は､ヒト末梢血単球が皮膚環境で産生されるサイトカイン

によりLangerhans細胞へ分化することを示すとともに､NotchリガンドDelta-1

の造血系における新たな機能的側面を明らかにしたものである｡ さらに､

Langerhans細胞の調整法の確立は Langerhans細胞の細胞生物学的研究のみなら

ず､Langerhans細胞の細胞療法-の応用の可能性を与えるものと期待される｡

2.GM-CSFとⅠL-3の受容体は2つのサブユニットから構成されており､それぞ

れに特異的なα鎖と共通のβ鎖がある.(x鎖だけではサイトカインに対する結合

能は弱く､β鎖にはサイトカインとの結合能はない｡(Ⅹ鎖とβ鎖がヘテロダイマ

ーを構成すると､受容体は高親和性となり､サイトカインと結合し､その刺激

はβ鎖を介して細胞内に伝達される｡まず､ヒト末梢血単球における GM-CSF

受容体α鎖 (GM-CSFR亘)とⅠし 3受容体α鎖 (Ⅰし3R可の発現を検討したところ､

いずれも発現されていた｡単球を GM-CSFあるいは Ⅰし3の存在下で 7日間培

養すると､どちらにおいても単球はマクロファージへ分化した｡単球をGM-CSF

+Ⅰし4あるいはⅠし 3+Ⅰし4の存在下で7日間培養すると､表面形質にわずかな

差異を認めるものの､どちらの培養系においても樹状細胞が誘導された｡これ

らの所見は単球のマクロファージあるいは樹状細胞への分化においては､GM-

CSFと Ⅰし3は同様の作用を示し､それらの作用には受容体のβ鎖が関わってい

ることを示している｡1でも記述したように､GM-CSFは TGF-β1と Notchリ

ガンドDelta-1が存在すると､ヒト末梢血単球をLangerhans細胞へ分化させる｡

そこで､単球をTGF-β1と NotchリガンドDelta-1の存在下で､GM-CSFをⅠし

3に替えて培養したが､IL3+TGF-β1+NotchリガンドDelta-1ではLangerhans

細胞は誘導されなかった｡ⅠL-3+TGF-β1+NotchリガンドDelta-1の組み合わせ

の培養系にGM-CSFをさらに添加すると､ヒト末梢血単球はLangerhans細胞へ

分化した｡Microarray解析では､GM-CSF+TGF-β1+NotchリガンドDelta-1の

組み合わせで培養した細胞に特異的に発現している遺伝子が存在し､そのなか

にはLangerhans細胞に特異的な E-cadherinとLangerinが含まれていた.IL-3+

TGF-β1+NotchリガンドDelta-1の組み合わせで培養した細胞に特異的に発現

している遺伝子は検出されなかった｡GM-CSFは TGF-β1や Notchリガンド

Delta-1とともに皮膚環境で産生されるが､ⅠL-3の分泌細胞は定常状態ではなく､

活性化されたT細胞に限られることから､単球のLangerhans細胞への分化には
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皮膚組織のサイトカイン環境が重要であることを示している｡ 本研究は細胞分化

の決定と末梢組織環境の関連性を改めて指摘するものである｡3.化学療法後

の造血の回復期において単球の方が好中球に先駆けて回復してくることはよく

観察される｡このような現象のメカニズムを検討するために､顛粒球 ･マクロフ

ァージ前駆細胞から好中球と単球 ･マクロファージまでの細胞分裂歴について､

細胞分裂に伴い娘細胞に均等に配分される細胞内色素 cFSEなどを用いて解析した｡ 90%以上が頼粒球 ･

マクロファージ前駆細胞であるcFSEhighscal1'Lin一細胞を標

的細胞としてSCFとIL-11で培養し､培養細胞をGr-1とFmsの発現様式から好中球系細胞

と単球系細胞に識別した｡培養 5日目のGr-1+Fms一細胞は好中球系の幼

弱細胞の形態を､Gr-1+Fms+細胞は単球の形態を示していた｡この 2分画の細胞は cF

SEの強度が同等であり､同じ細胞分裂回数を経ていた｡次に､培養 5日目の

Gr-1+Fms+単球系細胞とGr-1+Fms~好中球系細胞を様々なサイトカインを含

む培養系で再培養し､その後の細胞増殖を細胞数と BrdU 陽性細胞の割合で解析した｡

Gr-1+Fms~好中球系細胞の再培養では､細胞数は増加し､72時間で5倍以上に

なり､BrdU陽性細胞は培養60時間までは60%以上であった｡一方､G

r-1+Fms+単球系細胞の再培養では､細胞数は増加せず､BrdU 陽性細胞は再培養の全期間を

通じて認められなかった｡また､再培養の 84時間後には､Gr-1'Fms一

好中球系細胞は成熟好中球になり､Grl1'Fms'単球系細胞はマクロファージに

分化していた｡DNAポリメラーゼの DNAへの結合を仲介し､DNAの複製時

にDNAを開裂する分子であるCDC45の発現をRT-pcR で検討した｡cDC45の発

現は単球系細胞では好中球系細胞と比べ早期にdown-regulationさ

れており､単球系細胞が早期に DNA 複製を停止していることが確認された｡以上の現象

が初期培養で用いた scFとⅠし 11のサイトカイン組み合わせに特異的である

可能性を否定するために､SCFとG-CSFあるいはscFとTPOの存在

下でも初期培養を施行したところ､同様の結果が得られた｡成熟好中球と単球

･マクロファージは共通の前駆細胞に由来するものの､終未分化に必要な細胞

分裂回数が異なっていることが明らかになった｡日常診療の場において､造血の回復期に単球が好中球より早期に末梢



4.ヒス トンのアセチル化と脱アセチル化はクロマチン構造の再構成を介して細

胞の遺伝子の転写を制御している｡ ヒス トンのアセチル化はヒス トンと DNA

の結合を緩めて転写因子の標的 DNA 配列への接近を容易にさせることで遺伝

子の発現を促進させる｡ヒス トンの脱アセチル化はクロマチンの凝集構造を強

くすることにより､転写因子の接近を妨げて遺伝子の発現を抑制する｡これま

で､ヒス トンのアセチル化が造血前駆細胞の増殖と分化に重要な役割を果たし

ていることが報告されているが､ヒス トン脱アセチル化酵素 (HDAC)のヒトの

造血制御における役割についてはほとんど解明されていない｡そこで､構造的

に異なったHDAC阻害剤であるFK228とトリコスタチンA(TSA)を用いて､ヒ

ト成人の造血前駆細胞の増殖と分化におけるHDACの役割を検討した｡造血前

駆細胞を含む末梢血 cD34+細胞を SCFとⅠL-3を含む無血清培地にFK228存荏

下で培養すると､FK228はⅠし3単独あるいはscF+ⅠL-3存在下での赤芽球系細

胞の生成を促進した｡より分化した赤芽球系前駆細胞は ⅠL-3単独では増殖しな

かったが､IL-3にFK228を添加することによりそれらの増殖が認められるよう

になり､FK228による HDAC活性の阻害は分化した赤芽球系前駆細胞の IL-3

への反応性を回復させることが示された｡次に､EPOあるいはscF+EPO存在

下での CD34+細胞からの赤芽球系細胞の生成に対するFK228の作用について検

討してみると､FK228は cD34+細胞あるいは分化した赤芽球系前駆細胞からの

赤芽球系細胞の生成を抑制した｡TSAにもFK228と同様の作用が認められた｡

これらの実験結果から､HDAC は赤芽球系前駆細胞の分化に伴う ⅠL-3への反

応性の制御に関与し､EPO依存性の増殖､分化においても重要な役割を果たし

ていると考えられる｡今回の研究により､HDACのヒト成人の赤血球造血の制

御における多彩な役割が明らかになった｡
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