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論文内容の要旨

(目的)

実験動物に異所性の骨組織を誘導する万法はいくつか知られている。たとえば移行上皮，脱灰骨基質，

不活化した骨肉腫細胞の移植によるものなどである。異所性に誘導された骨組織内には，造血骨髄も同

時に形成されるが，骨誘導現象に関する報告は数多くみられるのに反して，同時にみられる骨髄につい

ての報告は驚く程少な L \0 とりわけ 骨髄細胞の起源について 明確な証拠をもって記載された報告は

見当たらない。骨髄細胞の起源としては，二つの可能性が考えられる。第一は，局所の未分化間葉細胞

から新たに誘導される可能性。第二は，流血中を循環しているであろう造血幹細胞が，異所性骨組織内

l乙定着・分化-増殖した可能性である。いずれであるかを知る目的で，以下の実験を行った。

(方法ならびに成績)

異所性骨組織の誘導には， Dunn 骨肉腫を用いた。 Dunn 骨肉腫は 1955年以mnlとより発見された

野'性マウスに自然発生した骨肉腫であり CBA マウスで継代移植している。長年にわたる継代にもか

かわらず，類骨形成能を失っていないのが特徴である。最近我々の研究室で， Dunn 骨肉腫より骨誘導

因子を一旦可溶化し濃縮する乙とに成功しているので， この方法を用いれば十分量の異所性骨を確実に

誘導できるという利点がある。すなわち Dunn 骨肉腫をホモゲナイズし，遠沈して得られた沈漬をア

セトンで脱脂乾燥し 4Mグアニジン塩酸で 48時間処理すると，骨誘導因子は-ß.可溶化される。遠沈

して上清のみを得，脱イオン水に対して透析すると，再び沈澱画分 lと骨誘導因子が回収される。これを

遠沈し沈漬を凍結乾燥して作製したペレットを，マウスに移植すると，骨組織をほぼ確実に誘導する乙

とができる。
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骨髄細胞の起源を同定するためには，ベ一ジユマウス (ωC5貯7B匝1/6一b均gJνンb均gJ， Cαhe児ed心iak 一 H印f五19伊asl油hi 症

候群)の持つ細胞質内巨大頼粒を 細胞の標識として利用したO 正常常;C57BL/〆/〆/

線照照、射を行い，ベージュ C57BL/6 マウスの骨髄細胞 107 個を尾静脈より静注することにより，骨髄移

植を施行する Cbg少bg J.ー→十/+キメラ)。キメリズムが完全に成立したことを確認できた放射線キメラ

マウスに，前述の方法で作製した骨誘導因子を含むペレッ卜を，背部筋膜下に移植した。比較のため正

常対照マウスも，ペレット移植の宿主として用いた。 4 週後ペレットを回収して 2 分し，一方は組織学

的に骨と骨髄の形成を確認するために用い，他方は骨髄の塗抹標本を作製し，ホルマリン蒸気で固定し

た後 Sudan Black B と Giemsa 液で染色し，骨髄細胞がベージュマウス由来のものか，正常マウス由来

のものか調べた。ベージュマウス由来の，頼粒球系細胞の細胞質内に存在する Sudan 好性頼粒は，異常

に大きし数が極端に少ないので、正常マウス由来の頼粒球系細胞とは，光顕レベノレで、容易に区別するこ

とができるのである。

bg'YbgJ→ +/+放射線キメラマウス 8 匹にそれぞれ 1 ないし 2 個，合計13個のベレットを移植

したが，全ペレットに異所性骨組織とその内部に造血骨髄の形成がみられた。骨髄の塗抹標本をみると，

頼粒球系細胞はほぼすべてベージュ型であった。すなわち異所性骨組織内の骨髄細胞は，放射線キメラ

マウスの Donor 由来であることがわかる。正常対照マウスにも同様の実験を行ったが，ベージュ型の

骨髄細胞は全く出現しなかった。

(総括)

bgVbgJ→ +/+キメラマウスに異所性に誘導された骨組織内 iとみられる骨髄細胞は，ベージュ型

であった。この乙とから，骨髄細胞の起源はキメラマウスの流血中を循環しているベージュ型の造血幹

細胞が，異所性骨組織内に定着・分化・増殖したものであり，局所の未分化問葉細胞から新たに誘導さ

れたものではないことがわかる。造血幹細胞が流血中にも存在すること および適した環境が与えられ

れば定着・分化・増殖するという報告は，既に多くみられる。しかしこれらの報告は，骨髄の移植実

験，胎児肢芽の移植実験，骨髄の掻腿実験などであり，移植組織中の生きた細胞の関与を無視できない

し，また造血幹細胞が定着しやすい環境が既に与えられているともいえる。今回の筆者の報告のように，

生きた細胞を含まず，また正常の組織構築をもたない材料(骨誘導因子)を用いて，新たに異所性iこ骨

誘導を引き起乙したときに同時にみられる骨髄細胞の起源について，言及した報告はみられなL'o 骨誘

導現象において，骨細胞に分化するのは局所の未分化問葉細胞であるといわれている。骨髄も同様に未

分化問葉細胞から新たに誘導されるのではなし、かという仮説も提唱されていたが，否定的である。

論文の審査結果の要旨

骨組織と造血細胞とは，非常に密接な関わりあいをもっている。成体において造血の行われている場

所は骨の内，すなわち骨髄組織のみであるし，また異所性に骨組織が形成されると，その中に造血骨髄

も同時に形成される。両者の機能的関連は，極めて密接なものではあるが，両者がその起源も同じくす
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るものか否かについては いまだ不明確である。

本研究は，ベージュマウスのもつ細胞質内巨大頼粒を，細胞の起源を知るための標識として利用する

ことによって，異所性骨組織内にみられる骨髄細胞は，流血中を循環している造血幹細胞が定着-分化

増殖したものであることを実証し，骨と骨髄組織は異なる起源からなることを証明し得たものであり，

学位論文として適当である。
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