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研究成果の概要（和文）：ダウン症候群の新生児期には、急性骨髄性白血病と類似した血液異常がみられる場合がある
が、通常自然に治癒する。一過性骨髄増殖症(TMD)と呼ばれるこの疾患は、胎児の肝臓で起こる特殊な腫瘍と考えられ
ている。その自然治癒の理由は現在不明である。本研究では細胞培養の実験系を用いて、胎児肝臓の造血微小環境を構
成する間質細胞がTMDの腫瘍細胞の増殖を維持すること、そしてこの間質細胞が産生する造血因子の１つである顆粒球
マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)が重要な役割を果たすことを明らかにした。この結果はTMDの発症・進展と
自然治癒に、胎児期の造血微小環境が関与することを示すものである。

研究成果の概要（英文）：In neonates with Down syndrome, hematological abnormalities similar to acute myelo
id leukemia may be seen but usually spontaneously disappear. This disorder, called transient myeloprolifer
ative disorder (TMD), is thought to be a unique myeloid neoplasm arising in the fetal liver. The mechanism
 of its spontaneous remission is unclear. In this study, using cell culture techniques, we demonstrated th
at stromal cells constituting microenvironment of the fetal liver support the growth of TMD blasts and tha
t one of the hematopoietic growth factors, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), prod
uced by the stromal cells play an important role. These results indicate that fetal hematopoietic microenv
ironment is involved in the onset, progression and spontaneous remission of TMD.
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１．研究開始当初の背景 

ダウン症候群 Down syndrome (DS)は高い白

血病発症リスクを有する先天異常である。低年齢

のDS患児においては、一般の小児と異なり、急性

骨髄性白血病 acute myeloid leukemia (AML)の

頻度が高く、とくに非 DS 小児には非常に稀な

AML の一病型である急性巨核芽球性白血病

acute megakaryoblastic leukemia (AMKL)が大

部分を占める。またDSの新生児期にはAMKLの

芽球と区別困難な芽球が末梢血中に出現する血

液学的異常を呈するも、無治療で自然に治癒する

ユニークな病態がみられ、一過性骨髄増殖症

transient myeloproliferative disorder (TMD)など

と呼ばれている。 

DS児における TMD と AMKL の芽球はきわめ

て類似した細胞形態と免疫学的表現型を示し、巨

核球・赤芽球等の造血に関わる転写因子をコード

する GATA1 遺伝子の異常が両疾患の芽球に特

異的に認められる。このような特徴から、両者はか

つて”myeloid leukemia of Down syndrome”と一

括して呼ばれてきたが、TMD は自然治癒を来す特

殊な腫瘍であるのに対し、AMKL は自然治癒を起

こさず、無治療では致死性の経過をたどる急性白

血病である。 

両疾患の起こる機序として、ダウン症候群におけ

る過剰な 21番染色体上の遺伝子異常を背景とし

て、胎児期の造血幹細胞に GATA1 遺伝子変異

が起こることで新生児期に TMD が発症し、何らか

の機序で TMD が自然治癒を来した後に、残存す

る微小な TMD の芽球クローンにさらに第三の遺

伝子変異が加わることで、生後に AMKLが起こる

と考えられている。 

 

２．研究の目的 

TMD は自然治癒をきたす稀な骨髄性腫瘍であ

るが、小児がんには神経芽腫をはじめとして自然に

治癒する腫瘍がほかにもある。しかし、それらの自

然治癒機構に関する確実な証拠は現在まで得ら

れておらず、その機序は現在詳細不明である。 

TMD は新生児期にみられる疾患であり、疾患

自体は胎児期に起こると考えられる。TMD の自然

治癒の機序に関する可能性として、腫瘍細胞が

胎児造血に関与する造血幹細胞に由来するため

に、生後にはその使命を終えて自然に消失するよう

運命づけられている可能性が考えられる（胎児造

血の遺伝子発現プログラムにもとづく内因性仮説）。

別の可能性として、TMDが胎児期に生じる腫瘍で

あるために、腫瘍細胞の増殖が胎児期の主たる造

血臓器である肝臓の微小環境に依存しており、生

後に造血の場が肝臓から骨髄に移行することによ

り、TMD の芽球増殖に必要な環境が消失するこ

とで、腫瘍細胞の増殖が停止する可能性が考え

られる（造血微小環境の変化にもとづく外因性仮

説）。本研究の目的は、TMD の芽球増殖と造血

微小環境との関係を in vitroの実験で明らかにす

ることで、TMD の発症・進展と自然治癒に胎児期

の造血微小環境が関与するか否かを検証すること

にある。 

 

３．研究の方法 

(1) TMD芽球と間質細胞の共培養 

 TMD の芽球増殖が胎児期の造血微小環境に

依存しているか否か、また依存している場合にはど

の臓器が重要な役割を果たすかを検討するため、

人工中絶児の胎児から肝臓と骨髄の間質細胞を

採取し、これを培養器の壁付着細胞として、TMD

の芽球（浮遊細胞）との共培養を行った。共培養

は両者の細胞が接触可能な培養条件と、細胞接

触は不可能で微小孔を介して液性因子のみの交

通が可能なTranswellを使用した培養条件の 2通

りで行った。7 日間の共培養後に芽球を回収し、さ

らに造血因子の存在下でコロニー培養を施行して

コロニー形成細胞の実数を求めた。 

(2) 造血因子の定量 

培養上清中に産生される各種造血因子の濃

度は、市販の ELISA法キットを使用して測定した。 

(3) 間質細胞の抗原発現解析 

間質細胞の性状は免疫組織化学にて検討した。

間質細胞はスライドウェルにて培養し、培養後に細

胞を固定した標本を使用した。間葉系細胞、上皮



細胞、肝細胞、内皮細胞、Kupffer細胞、造血細

胞等のマーカーに対する各種抗体は市販の抗体

を使用した。 

(4) 中和抗体の効果判定 

各種造血因子に対する中和抗体の存在下で、

胎児肝臓の間質細胞培養上清を TMDの芽球に

加え、その影響を液体浮遊培養とメチルセルロー

スを用いたコロニー培養法にて検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 間質細胞の性状 

実験に使用した胎児の肝臓と骨髄の間質細胞

の性状を免疫組織化学にて検討した結果、肝臓・

骨髄の間質細胞はともに一般的な間葉系細胞マ

ーカーである vimentinと-smooth muscle actinが

陽性を示したほかに、近年、間葉系幹細胞のマー

カーとして知られている nestin、CD146 をつよく発現

した。間葉系幹細胞は多系統の間葉細胞への分

化能を有する細胞で、造血幹細胞による造血を支

持する作用を有することも報告されており、今回使

用した胎児の肝臓と骨髄の間質細胞もそのような

細胞と考えられる。胎児肝の間質細胞は上記の

間葉系マーカーに加え、一部の細胞が上皮性抗

原cytokeratin 18陽性を示した。このことから、胎児

肝 の 間 質 細 胞 は 上 皮 間 葉 転 換

epithelial-mesenchymal transition (EMT)の能力

を有する細胞と考えられる。近年、マウスにおける

胎児造血に関与する胎児肝間質細胞はこのような

EMT の性格を有する細胞であることが報告されて

おり、今回我々が用いたヒト胎児肝の間質細胞も

同様の細胞と考えられる。一方、骨髄の間質細胞

には上皮性抗原の発現は認められず、骨髄細網

細胞で発現されるCD10が陽性を示した。肝臓・骨

髄の間質細胞はともに、その他の肝細胞・内皮細

胞・Kupffer 細胞・造血細胞のマーカーは陰性で

あった。 

(2) TMD芽球と間質細胞の共培養 

 TMD芽球と胎児肝臓の間質細胞との共培養を

行ったところ、使用した 4例の TMD症例と 2例の

間質細胞のいずれの組み合わせにおいても、

TMD 芽球の増殖は顕著に刺激され、増殖が維

持された。一方、胎児骨髄の間質細胞にはこのよ

うな作用はほとんど認められなかった。したがって

TMD 芽球は胎児の骨髄ではなく、肝臓の造血微

小環境に増殖を依存していることが示された。この

結果は TMD が胎児の肝臓で発生する特殊な腫

瘍であるという仮説を支持する結果であり、TMDが

自然治癒する機序として、生後に造血微小環境

が肝臓から骨髄に移行することが関与することを示

唆する結果ともいえる。 

(3) 間質細胞の培養上清中の造血因子定量 

 ELISA 法にて胎児肝臓と骨髄の間質細胞の培

養上清中の造血因子を測定した。その結果、両者

の培養上清中にはともにいくつかの造血因子が高

濃度で含まれていることが判明した。この中で、

stem cell factor (SCF), insulin-like growth factor 

(IGF)-2 は両者間で一定した濃度差は認められず、

前述の肝臓と骨髄の間質細胞の機能的差異を

説 明 す る こ と は で き な い 。 一 方 、

granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor (GM-CSF)と granulocyte-CSF (G-CSF)は、

骨髄に比して肝臓の間質細胞培養上清中に有意

に高い濃度で検出された。interleukin-3 (IL-3)と

thrombopoietin (TPO)は検出感度以下であった。

以上の結果から、GM-CSF と G-CSF が肝臓と骨

髄の間質細胞の機能的差異に関与している可能

性が考えられるが、我々の過去の研究結果にて、

G-CSF は TMD 芽球の増殖を刺激する作用は微

弱であることが判明していることから、TMD の芽球

増殖に関与する造血因子として、GM-CSFの可能

性が高いと推測された。この点を明らかにするため

に、下記のごとく各種造血因子に対する中和抗体

の作用を検討した。 

(4) 造血因子に対する中和抗体の影響 

 胎児肝臓間質細胞の培養上清と各種造血因

子に対する中和抗体の存在下で TMD 芽球を 7

日間培養し、液体培養における細胞数の増減とコ

ロニー培養におけるコロニー形成細胞の数を解析

した。SCF、TPO、G-CSF、GM-CSFに対する中和

抗体を検討した結果、GM-CSF に対する中和抗



体は、胎児肝間質細胞の培養上清が有する

TMD 芽球の増殖刺激作用を完全に阻害したが、

他の 3 者の抗体存在下では何の影響も認められ

なかった。したがって、GM-CSF が胎児肝間質細

胞から産生されて TMD 芽球の増殖を支持する造

血因子の中で、もっとも重要な役割を果たすもので

あることが示された。 

 TMD芽球の増殖・分化に及ぼす in vitroにおけ

る造血因子の作用を解析した我々の過去の研究

結果(Br. J. Haematol. 148:898, 2010)にて、TMD

芽球の増殖には IL-3、GM-CSF、SCFの3者がつ

よい増殖刺激作用を示す造血因子であることが示

されている。今回の中和抗体を用いた実験結果か

ら、肝臓の間質細胞から産生される SCF は TMD

の芽球増殖に深く関与するものでなく、IL-3 は培養

上清からは検出されなかったことから、GM-CSF が

生体内で TMD 芽球の増殖維持に関わる重要な

造血因子であると考えられる。しかし TMD 芽球は

AMKL と同様に巨核芽球の表現型を有するが、

GM-CSF は巨核球の分化に大きく関与する造血

因子ではなく、TMD の巨核球系統への分化には、

肝細胞から産生される TPO が関与する可能性が

考えられる。 

今回の研究にて、胎児期の主たる造血臓器で

ある肝臓の間質細胞が、TMD の腫瘍細胞の増

殖維持にきわめて重要な細胞であることが示された

ことから、TMD の発症・進展とひいては自然治癒

に、胎児期の造血微小環境が深く関わっているも

のと考えられる。本研究のごとく造血微小環境と

TMD の関係に焦点をあてた研究は世界的にもき

わめて数少ないが、TMD のより詳細な病態解明

にはこうした研究が今後も不可欠と考えられる。 
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