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慶應 医 学 ・80(2):T73～T83,2003

学 位 論 文

レチ ノ イ ン酸 に よ る トロ ンボ ポイ エ チ ン発 現 促 進 機 構

―分化誘導療法による血小板増多症例からの考察―

慶應義塾大学医学部内科学教室

  (指導:池 田康夫教授)

  きん  じょう けん た ろう

  金 城 謙太郎

(平成14年9月30日 受付)
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 白血 病 の治 療 は複 数 の強 力 な抗 癌 剤 に よ り白血 病 細 胞

を完 全 に死 滅 させ る"total cell kill"の 概 念 に基 づ き,

治 癒 を 目指 して行 な わ れ て い る.殺 細 胞 効 果 を有 す る抗

癌 剤 は,腫 瘍 細 胞 の み な らず 正 常 細 胞 に も作 用 す るた め

に往 々 に して 骨 髄 抑 制 に よ る致 命 的 な感 染 症 や 出血 症 状

を惹 起 す る こ と が臨 床 的 に大 きな問 題 と な って い る.さ

らに抗 癌 剤 に よ り再 発 を繰 り返 す 難 治 性 の 白血 病 の予 後

は極 端 に悪 く,こ れ ら抗 癌 剤 に よ る治 療 の問 題 点 を克 服

し,白 血 病 の治 療 成 績 を よ り向上 させ る た め に新 た な概

念 の 治 療 法 の 開 発 が 望 まれ て い る.こ の よ う な背 景 の 中

で,1988年 に上 海 のWang博 士 に よ り提 唱 さ れ た急 性

前 骨 髄 球 性 白血 病(acute promyelocytic leukemia:

APL)に 対 す る ビ タ ミ ンA誘 導 体,オ ー ル トラ ン ス型

レチ ノ イ ン酸(all-trans retinoic acid:ATRA)を 用

い た分 化 誘 導 療 法 は,初 発APL症 例 を高 率 に 寛 解 導 入

した と報 告 され 注 目 さ れ た1).さ ら な る 追 試 に よ り,

ATRA療 法 は そ の 有 効 性 が 全 世 界 で 確 証 され,現 在 で

は 白血 病 細 胞 を成 熟 分 化 させ る こ と に よ り,最 終 的 に ア

ポ トー シス を誘 導 し細 胞 を死 滅 させ る分 化 誘 導 療 法 と し

て 確 立 され,APLの 第 一 選 択 療 法 とな った2～4).

 約99%のAPL症 例 は,特 異 的 な(15;17)転 座 を有

し,そ の結 果,15番 染 色 体 上 に位 置 す るPML(prom-

yelocytic leukemia)遺 伝 子 と,17番 染 色 体 上 に位 置

す る レチ ノ イ ン酸 受 容 体 α(RARα)遺 伝 子 が相 互 に転

座 し,PML/RARα キ メ ラ遺 伝 子 を形 成 す る5). APLは

白血 病 細 胞 の 形 態 と して,細 胞 質 に ア ズ ー ル穎 粒,ア ウ

エル 小 体 を 有 す る こ とを特 徴 と し,発 症 時 に ほぼ 全 て の

症 例 に お い て播 種 性 血 管 内 凝 固 症 候 群(Disseminated

Intravascular Coagulation;DIC)を 合 併 す る2～4).

ATRAはAPL細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る と同 時 にDICを

も改 善 させ る た め に,APLに お け る生 命 予 後 はATRA

が導 入 され て か ら著 し く改善 した.し か しな が ら,症 例

を 重 ね るに っ れ て 白血 球 増 多 を契 機 と し,肺 水 腫 を伴 い

死 に至 る レチ ノ イ ン酸 症 候 群6),血 小 板 増 多 症7,8)など の

ATRAに よ る副 作 用 が 報 告 され る よ う に な った.我 々

の 教 室 で は本 邦 で も早 い 時 期 か らATRAを 導 入 し,

 本 論 文 は,Kinjo K, Kizaki M, Takayama N, Michikawa N, Oda A, Okamoto S, Tahara T, Kato T, Miyazaki H, Ikeda

Y:Serum thrombopoietin and erythropoietin levels in patients with acute promyelocytic leukaemia during all-trans

retinoic acid treatment. Br J Haematol 105:382-387,1999の 一 部 を 含 む.

略 号 APL :急 性 前 骨 髄 球 性 白血 病(acute promyelocytic leukemia)

  ATRA オ ー ル トラ ンス型 レチ ノ イ ン酸(all-trans retinoic acid)

  TPO  トロ ンボ ポ イ エ チ ン(thrombopoietin)

  c・Mpl トロ ンボ ポ イ エ チ ン受 容 体

  PML promyelocytic leukemia遺 伝 子

  RARs レチ ノ イ ン酸 受 容 体(Retinoic.acid receptors)

  RXRs レチ ノ イ ン酸X受 容 体(Retinoic acid X receptors)

  RARE レチ ノ イ ン酸 応 答 領 域(Retinoic acid responsive elememt)

  EPO  エ リス ロ ポ イ エ チ ン(erythropoietin)

  EMSA:electrophoreic mobility shift assay
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APLの 治 療 を 行 な っ て い る が,一 部 にATRAに よ る

治 療 経 過 中 に血 小 板 の 一 過 性 増 多 を 示 す 症 例 が 存 在 す る

こ と を明 らか に して い る9).し か しな が ら,ATRAに よ

る血 小板 増 多 機 構 に っ いて は今 だ不 明 で あ り,本 研 究 は,

ATRA投 与 下 に お け る血 小 板 増 多 機 序 の 解 明 を試 み た.

 近 年,'血 小 板 産 生調 節機 構 に 関与 す るサ イ トカ イ ン と

して トロ ン ボ ポ イ エ チ ン(thrombopoietin:TPO)遺

伝 子 が ク ロー ニ ン グ され10～15),巨 核 球,及 び血 小 板 造 血

の 主 要 因 子 で あ る こ とが 証 明 され た.TPOは,主 と し

て 肝 臓 腎 臓 骨 髄,脾 臓 で 産 生 さ れ16),血 中濃 度 は主

に 巨核 球,血 小 板 上 に発 現 す るc-Mp1(TPO受 容 体)

に よ る吸 着 に よ り制 御 され て い る'7"8).血 小 板 減 少 を伴

う動 物 モ デ ル19),再 生 不 良性 貧 血 症 例 な ど に お いて 骨 髄

問 質 細 胞 に お け るTPOのmRNA発 現 増 加 を認 め る こ

と20)か ら,腎 臓,肝 臓 と は 異 な る機 構 で 発 現 制 御 が お

こな わ れ る と考 え られ て い る16,20).

 ATRAは そ の 標 的 遺 伝 子 を レ チ ノ イ ン酸 応 答 領 域

(Retinoic Acid Responsive Elememt:RARE)を 介

して転 写 活 性 を上 昇 させ る と報 告 され て い る21).ATRA

の レセ プ タ ーで あ るRARs(Retinoic Acid Receptors)

とRXRs(Retinoic acid X receptors)が ヘ テ ロ ダ イ

マ ー を形 成 し21),RAREに 結 合 した状 態 でATRAは リ

ガ ン ドと してRARsに 結 合 す る22). ATRAが レセ プ タ ー

に結 合 す る と転 写 抑 制 因 子 群 で あ る コ リプ レッサ ー群 が

解 離 す る に代 わ り,転 写 活 性 因 子 群 で あ る コ ア ク チベ ー

タ ー群 がATRAレ セ プ タ ー複 合 体 に結 合 し,標 的 遺 伝

子 の 転 写 を 活 性 化 す る23).さ ら に,RAREの 大 多 数 が

任 意 の5塩 基 を 中 間 に挟 ん だ(A/G)G(G/T)TCA

か らな る6塩 基 配 列 の 繰 り返 し配 列(DR5)で あ る こ

と が報 告 さ れ て い る21).し か しな が ら,現 在 ま で の と こ

ろ血 小 板 増 加 に 関 与 す るATRA標 的遺 伝 子 の報 告 は な

く,本 研 究 は臨 床 的 にATRA療 法 中 のAPL症 例 に み

られる血小板増多機序 として,ATRAが 造血に関与す

る各種サイ トカイン,特 にTPO遺 伝子発現増強に直接

寄与することで,血 小板増多をきたす可能性について検

討 した.

 本研究においては,第 一にAPL患 者におけるATRA

療法中の各種血清サイ トカイン濃度を測定 し,血 小板増

多と患者血清サイ トイン濃度の相関を検討 した9).さ ら

に,骨 髄間質細胞において,血 小板の産生調節を司るサ

イ トカインであるTPOの 発現がATRA刺 激により増

強され得るのか否か,ま た,TPO遺 伝子のプロモーター

領域にRAREと して機能する配列が存在 し,そ の領域

を介 したATRAに よるTPO遺 伝子の転写活性増強の

有無にっき検討を加えることで,ATRAが 骨髄間質細

胞 において直接TPOの 発現増強を介 し,血 小板数上昇

を促進するかにっいても検討を加えた.

方 法

1.患 者

 1992年5月 か ら1996年10月 に,慶 鷹 義 塾 大 学 医

学 部 内 科 学 教 室 に お い て,15番,17番 の染 色 体 転 座 及

び,PML/RARα 融 合 遺 伝 子 の 存 在 を確 認 し,形 態 的

にFrench-American-British分 類 に お い てAPL6)と 診

断 され,同 意 を 得 た41症 例 の うち,血 小 板 増 多 を示 し

た5症 例 に っ い てATRA投 与 中 に経 時 的 に採 取 した血

清 中 の各 種 サ イ トカ イ ン濃 度 を測 定 した.患 者 症 例 の詳

細 は第1表 に 記 した.全 て の 患 者 はATRA 45 mg/

m2/日 内 服 に よ り,完 全 寛 解 に至 った.完 全 寛 解 の定 義

は,骨 髄 単 核 球 中,芽 球 が5%未 満,か っ,末 梢血 液検

査 に お い て,白 血 球 数3×109/1未 満,Hb 8g/dl以 上,

血 小 板 数100×109/1と した.白 血 球 増 多 を 認 め た3症

例(第1表,症 例1,2,3)は レチ ノイ ン酸 症 候群 を 予

第1表 ATRA療 法を施行 したAPL症 例の一覧

ATRA Complete

remission

 (d)

Platelet counts(×109/の

    AgePatient        Sex

     (yr)

Dose   Duration

(mg/d)   (d)

Chemo- Platelet  Before

therapy transfusion treatment
Maximum  (d)

-
占

9
U

Q
)

4

FO

Q
》

Q
)

4

7
`

O

F◎

1

4

民
り

3

F

F

M

F

F

0

0

0

0

0

ρ
0

ハ0

8

ハ0

ρ0

バリ

3

FO

O
O

3

FO

4

4

9
一

4
占

ρ0

3

只
U

∩6

60

「0

」4

4

9
側

」4

十

十

十

一1一

148

33

102

222

27

739

336

365

317

599

(46)

(30)

(38)

(29)

(32)

 初 発APL患 者5名 に対 し,完 全 寛 解 に導 入 さ れ る ま でATRAを 経 口 に て投 与 した.症 例1,2,3に 対 して は 白血 球 増 加 の

為,化 学 療 法 を追 加 し,症 例2に 対 して は血 小 板 減 少 の 為,血 小 板 輸 血 を施 行 した.(Kinjo K et al:Br J Haemato1105:

382-387,1999のTable 1を 許可 を 得 て 改 変)
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防 す る た め に ダ ウ ノ ル ビ シ ン(DNR)40 mg/m2を2

日間 静 注 後,エ ノ シ タ ラ ビ ン(BHAC)200 mg/m2を

3日 間 静 注 した.各 種 血 清 サ イ トカ イ ン濃 度 の評 価 の た

め,患 者 肘 静 脈 よ り採 血 し,測 定 ま で 一80度 にて 血 清

を 凍 結 保 存 した.

2.血 清 各 種 サ イ トカ イ ン濃 度 測 定

 血 小 板 数 調 整 機 構 に関 与 す る可 能性 が あ る と され るイ

ンター ロイ キ ン3(IL-3), IL-6, IL-11,穎 粒 球 コ ロニ ー

刺 激 因 子(G-CSF),穎 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺

激 因 子(GM-CSF),幹 細 胞 因 子(SCF),エ リス ロポ イ

エ チ ン(EPO)をELISAキ ッ ト(R&Dsystem社,

Mineapolis, Min. U.S.A.)に よ り測 定 し た.血 清 サ イ

トカ イ ン濃 度 は,3回 ず っ測 定 した平 均 値 を 算 出 し,測

定 方 法 は キ ッ ト添 付 測 定 法 説 明 文 書 に従 っ た.患 者 血 清

TPO濃 度 の 測定 はTaharaら の報 告24)に沿 い サ ン ドイ ッ

チELISA法 に て 測 定 した.血 清TPO濃 度 も,前 述 の

よ うに,3回 測 定 した平 均 を測 定 値 と した.

3.統 計 学 的 解 析

 ATRA療 法 中 のAPL症 例 に お け る各 種 サ イ トカ イ

ン血 清 濃 度 と血 小 板 数 の 関 係 は,Friedman nonpara-

metric testに よ り解 析 した25).ま た,血 清TPO濃 度,

血 清EPO濃 度 と 血 小 板 数 と の 相 関 関 係 に っ き,

spearman rank correlation testに よ り解 析 した.ま

た,こ れ らの 解 析 に はStatView 4.0統 計 ソ フ トウ エ ア

(SAS Institute, Cary, NC, USA)softwareを 用 い た.

4.細 胞 培 養 と試 薬

 SV401argeT抗 原 を導 入 して 不 死 化 した,正 常 ヒ ト

骨 髄 間 質 細 胞 株KM101細 胞26)(千 葉 大学 医 学 部,張 ケ

谷 博 一 博 士 よ り供 与)及 び,ヒ ト肝 細 胞 腫 細 胞 株

HepG2細 胞(JCRB Cell Bank,東 京,日 本)は,10

%ウ シ胎 仔 血 清(Gibco-BRL, Rockville, MD, USA)

と100U/mペ ニ シ リン,100ｵg/mlス ト レプ トマ イ シ

ン(Gibco-BRL)含 む αMEM(Gibco・BRL)に て37

度,5%CO、 の条 件 下 で 培 養 した.付 着 した細 胞 を継 代

時,ま た は細 胞 解 析 時 に は リ ン酸 緩 衝 液(phosphate

buffered saline, PBS;Gibco-BRL)で2度 洗 浄 した後,

o.4%ト リプ シ ン(Gibco-BRL)を 加 え,培 養,も し く

は細 胞 解 析 に用 いた.ATRA(Sigma Chemical Co. St.

Louis, MO, USA)は エ タノ ー ル に て10-ZMと し,-20

度 に て保 存 し適 宜 培養 液 にて 濃 度 調 整 した.

5.RT-PCR法,及 び 定 量RT-PCR法

 KMlo1細 胞 をo.5%ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン(Gibco-BRL)

と100U/mlペ ニ シ リ ン,100ｵg/mlス トレ フ。トマ イ シ ン

(Gibco-BRL)含 む αMEM(Gibco-BRL)に て37度,

5%CO,の 条 件 下 で8時 間 培 養 後,10-6M ATRAを 添

加 し,継 続 的 に2,4,8時 間 培 養 し た.そ の 後,細 胞 の

全RNAを ア イ ソ ジ ェ ンRNA抽 出 キ ッ ト(日 本 ジ ー ン,

東 京)を 用 い て 精 製 し,1ｵgの 全RNAよ りcDNAを

ス ー パ ー ス ク リ プ トII RNAse H逆 転 写 酵 素(Gibco-

BRL)を 用 い て 合 成 し た.定 量RT-PCR法 はTaqman

PCR Core Reagentキ ッ ト (Perkin Elmer Cetus,

Emeryville, CA, USA)を 用 い 添 付 説 明 文 書 に 従 い 行

な っ た.Taqman PCR法 に よ るTPOの 定 量 は プ ラ イ

マ ー と し てsense 5'-TTC ACA GCA GAC TGA GCC '

AGT G-3'とantisense 5'-AGC TAA AGT CCA CAG

CAG GCA-3'並 び にTaqmanプ ロ ー ブ と し て5'-AGA

GGT TCA CCC TTT GCC TAC ACC TGT CCT-3'の

5'終 末 に6-carboxy fluorescein(FAM)を,3'終 末 に

6-carboxy-tetramethyl rhodamine(TAMRA)を 標 識

し て 用 い た.対 照 と な るﾟ一actinの 発 現 量 はTaqmanﾟ一

actin Control Reagents(Perkin Elmer Cetus)を 使

用 し た.ま た,増 幅 条 件 と し て50度2分,95度10分

後,95度15秒 の デ ィ ネ ー チ ャ ー 反 応 と60度1分 の ア

ニ ー リ ン グ 兼 エ ク ス テ ン シ ョ ン反 応 を96-well thermal

cycler付 属ABI Prism 7700 sequence detector(Per-

kin Elmer Cetus)を 用 い て40サ イ ク ル 施 行 し た.測

定 値 はSequence Detector vo1.6 software(Perkin

Elmer Cetus)を 用 い て 添 付 説 明 文 書 に 従 っ て 解 析 した.

6.Electrophoretic mobility shift assays(EMSA法)

とRARα 蛋 白合 成 法

 KM101細 胞 を10-6M ATRA存 在 下,非 存 在 下 の 条

件 で48時 間 培 養 し,Dignam変 法27)に て 細 胞 蛋 白 の 調

整 を した.EMSA法 に使 用 す る1本 鎖 オ リゴ ヌ ク レオ

チ ドを次 の よ うに合 成 した.TPO遺 伝 子5'側 プ ロモ ー

タ ー領 域 に存 在 し,RARs結 合 配 列(A/G)G(G/T)

TCAに 相 同 性 の あ るTPO-RARE野 生 型 オ リゴ ヌ ク レ

オ チ ド:5'・TGATG GGaTCA AGGTC AGGcCA GGA

AG-3',と そ のTPO-RAREのRARs結 合 配 列 に7塩 基

変 異 を 含 むTPO-RARE変 異 型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

(mutant TPO-RARE):5'-TGATG GacctA AGGTC

AacctA GGAAG-3'の1本 鎖 オ リゴ ヌ ク レオ チ ドを合 成

し,100度3分 に て ア ニ ー ル し,T4ポ リヌ ク レオ チ ド

カ イ ネ ー ス を用 いて[γ 一32P]ATPに て ラベ ル しプ ロ ー

ブ と した.そ の後,1ngの 放 射 線 標 識 した プ ロー ブ と5
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ｵgの 細 胞 抽 出 物 を20mM Hepes(pH 7.9),0.5 mM

EDTA,2mM dithiothreitol,10%glycerol,50 mM

KCI,1ｵg poly dl:dC(Pharmacia LKB Biotechnolo-

gy, Uppsala, Sweden),非 放 射 線 標 識 プ ロ ー ブ を 含 む

20ｵ1溶 液 に て25分 間 室 温 で 反 応 さ せ,ポ リア ク リル

ア ミ ドゲ ル上 に展 開 させ た後,ろ 紙 上 に移 動 し乾 燥 させ

た.反 応 後 はX線 フ ィル ム に感 光 させ て解 析 した.

 RARα 蛋 白合 成 は, pSG5-hRARα フ.ラス ミ ド(京 都

大 学 ウ イ ル ス研 究 所,梅 園 和 彦 博 士 よ り供 与)をRNA

合 成 の 鋳 型 と し て,TNT Coupled Reticulocyte

Lysate System(Promega)を 用 い て 行 な っ た.合 成

され た 蛋 白 は,抗RARα 抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブロ ッ

ト法 にて 確 認 した.

7.遺 伝 子 導 入 と レポ ー タ ー ア ッセ イ法

 ヒ トTPO遺 伝子 プ ロモ ー ター領 域 を含 む ル シ フ ェ ラー

ゼ レポ ー タ ー プ ラス ミ ドと してTPO遺 伝 子 の 一1318

か ら+100(転 写 開始 地 点 を0と した.)ま で の5'側 プ

ロモ ー ター配 列 上 に存 在 す るTPO-RARE配 列 を 含 み,

そ の下 流 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ発 現 領 域 を 持 っpLUC-TPO-

RAREプ ラ ス ミ ドを使 用 した(東 京 医 科 歯 科 大 学,北

嶋 繁 孝 博 士 よ り供 与28)).ま た,pLUC-TPO-RAREプ

ラス ミ ドのTPO-RARE配 列 部 位 をQuikChange Site-

Directed Mutagenesis Kit(Stratagene Inc., La Jolla,

CA, USA)を 用 い て 変 異 型TPO-RARE配 列TGATG

GacctA AGGTC AacctAに 変 異 さ せ たmutant pLUC-

TPO-RAREを 作 成 した.レ ポ ー ター プ ラス ミ ドで あ る

pLUC-mock, pLUC-TPO-RARE, pLUC-mutant-TPO-

RAREは 内 在 性 レ ポ ー ター ア ッセ イ コ ン トロ ー ル プ ラ

ス ミ ドで あ るhpRL-tk vector(Promega)と 共 に

Effectene(QIAGEN Inc。, Valencia, CA, USA)を 用 い

てKM101細 胞 に 遺 伝 子 導 入 さ れ た.5×105個 の

KM101細 胞 を遺 伝 子 導 入 前 日に6穴 プ レー トで培 養 し,

遺 伝 子 導 入24時 間 後 に10-6M ATRAに て,48時 間 培

養 した.そ の 後,細 胞 をdual luciferase assay system

(Promega)を 用 い て 細 胞 融 解 さ せ, Lumat lumino-

meter(EG&GBERTHOLD, Stammwerk Wildbad)

を 用 いて ル シ フェ ラー ゼ リポ ー ター解 析 を施 行 した.
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第1図 APL患 者(症 例2)に おける血小板数,網 状 赤血

 球数 と血清TPO, EPO濃 度 の経 時的変 化. ATRA療 法

 を施行 したAPL症 例(症 例2)の 血清TPO, EPO濃 度,

 網状 赤血 球数(RET),血 小板 数(PLT)を 示 す.血 清

 TPO濃 度,血 清EPO濃 度 はELISA法 により経時的 に測

 定 した.(Kinjo K et al:Br J Haemato1105:382-387,

 1999のFig.1の 一部 を許可 を得て転載.)
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第2図 ATRA療 法 を施行 したAPL全5症 例 にお ける平

 均血 小板数 と血 清TPO, EPO濃 度の推移. ATRA療 法

 を 施 行 したAPL5症 例 の 血 清TPOとEPO濃 度 を

 ELISA法 によ り測定 した.患 者 はATRA45mg/m2を 連

 日投与 され,完 全寛解 に導入 され た.測 定値 はそれぞ れ

 の平均 を示 し,標 準偏差 はいずれも平均 の10%以 内であっ

 た.ATRA投 与後16日 目以 降の血 清TPO値 減少 と血

 小 板 数 増 加 は逆 相 関 した.(Kinjo K et a1:BrJ

 Haematol 105:382-387,1999のFig.2の 一部 を許可

 を得て転載.)

結 果

1.ATRA療 法によるAPL症 例の臨床経過と血小板増多

 ATRAに より加療 したAPL5症 例において血清中の

TPO濃 度,サ イ トカイ ン濃度,末 梢血中の血小板数,

網状赤血球数を約7日 間隔で測定 した。全ての症例は

ATRA投 与 後 平 均43日 目(28日 目 か ら56日 目)で

完 全 寛 解 に導 入 さ れ,3症 例(症 例1,2,3)はATRA

症 候 群 の 予 防 と して化 学 療 法 を追 加 され た(第1表) .

DICは 全 て の 症 例 で 認 め ら れ た が ,'ATRA投 与 後10

日 以 内 に 改 善 し た.ATRA投 与 前 平 均 血 小 板 数 は

106.4×109/1(27-222×109/Z)でATRA投 与 後
,徐 々
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に血 小 板 数 増 加 を 認 め,約20日 目 よ り急 激 な増 加 を 認

め,約29～46日 目(平 均35日 目)で471.2×109/1

(317～739×109/1)と 最 高 値 に 達 した(第1図,第2

図).

2.ATRA療 法 中血 清TPO濃 度 の推 移

 ATRA治 療 中,血 小 板 増 多 を 認 め たAPL5症 例 に お

け る,血 清TPO濃 度 につ いて 検 討 を加 え た.第1図,

第1表 に示 す よ う にNo.2の 症 例 で はATRA治 療 前 の

血 小 板 数33×109/1で あ った が,ATRA投 与 後30日

目に は最 大 数336×109/1に 達 した.ATRA療 法 前 に お

け る血 清TPO濃 度 は4.56 fmo1/mlで あ っ た が,投 与

後7日 目 に9.24fmol/ml,14日 目の 血 小 板 輸 血 直 後 に

は一 過 性 に減 少 を認 め,21日 目に は最 大 値10.40fmol/

mlに 上 昇 した.そ の 後TPO値 はATRA投 与 前 値 よ り

減 少 す るに従 い血 小 板 数 の上 昇 を認 め た.ま た,全 て の

症 例 に お い て,ATRA療 法 中 の血 清TPO濃 度 と血 小

板 数 は同 様 の 挙 動 を示 した(図2).ATRA投 与 前,平

均 血 清TPO濃 度 は5.47 fmol/ml(2.60～9.07 fmol/

ml)で, ATRA投 与 後 約16日 目 を ピー ク と して上 昇 し,

平均 血清TPO濃 度 は20.92 fmol/mlま で上昇 した.ピ ー

クを 過 ぎ る と平 均 血 清TPO濃 度 は減 少 し,血 小 板 数 の

増加 と と もに治 療 前 値 へ と下 降 した.ピ ー ク後 の平 均 血

清TPO濃 度 の 減 少 と,血 小 板 数 増 加 は 統 計 上 有 意 差 を

認 め た(P<0.05,第2図).
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3.血 清 サ イ トカ イ ン濃 度 と血 小 板数

 ATRA療 法 を受 け たAPL5症 例(第1表)に つ いて,

血 清IL-3, IL-6, IL-11, G-CSF, GM-CSFL, SCF, EPO

濃 度 をELISA法 に よ り測 定 した.血 清EPO濃 度 は一

過 性 に上 昇 し,ATRA投 与 後 平 均15.6日 目(10～20

日目)に 平 均 最 大 値24.54mU/ml(2.41～53. mU/ml)

に上 昇 した(第1図,第2図).そ の後,血 清EPO濃

度 は治 療 前 値 へ と下 降 した.ま た,全5症 例 にお い て,

ピー ク後 の 平 均 血 清EPO濃 度 の減 少 と網 赤 血 球 数 の 増

加,血 小 板 数 の 増 加 は 統 計 上 有 意 差 を 認 め た(P=

0.0399,第2図).さ ら に平 均 血 清TPO濃 度 と平 均 血

清EPO濃 度 の推 移 は類 似 して お り(第3図),統 計 学

的 有 意 差(r=-0.581,P=0.0019)を 認 め た.ま た,

全5症 例 に お い て,血 清IL-3, IL-6, IL-11, G-CSF,

GM-CSF, SCF濃 度 の 変 化 は認 め ず, ATRA療 法 中 の

血 小 板 上 昇 との関 連 は見 出 せ な か った.

4.骨 髄 間質細 胞 にお け るATRAに よ るTPOの 発 現増 強

 ATRA療 法 中 のAPL症 例 にお い て血 清TPO濃 度 の

上 昇 を認 め た こ と か ら,ATRAに よ るTPO産 生 の 直

接 増 強 の可 能 性 にっ いて,ヒ ト骨 髄 間 質 細 胞 由来 細 胞 株

KM 101細 胞 と,ヒ ト肝 細 胞 由 来 細 胞 株HepG2細 胞 を

用 い て解 析 した.KM101細 胞, HepG2細 胞 をATRA

で 種 々 の 時 間(2,4,8時 間)刺 激 し,RT-PCR法,定

量 的PCR法 に てTPO mRNA発 現 レベ ル を検 討 した.

KM101細 胞 に お い て,時 間,濃 度 依 存 性 にTPO

mRNAの 発 現 増 強 を 認 め た が(第4図(A)), HepG2

細 胞 で は 有 為 な 差 異 は 認 め な か っ た(第4図(B)).

KM101細 胞 に お い て, TPO mRNAレ ベ ル はATRA

非 刺 激 の コ ン トロー ル と比 較 して,10-6M ATRA8時
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第3図 ATRA療 法 中 のAPL5症 例 の血 清TPO,EPO濃 度

 の 関 係.ATRA療 法 中 のAPL 5症 例 の 血 清TPO, EPO

 濃 度 の 相 関 関係 を 示 す.血 清TPO濃 度 は血 清EPO濃 度

 と 正 の 相 関 関 係 を 示 し た(r=0.581,P=0.0019).

 (Kinjo K et al:Br J Haematol 105:382-387,1999

 のFig.3の 一 部 を許 可 を得 て転 載)

第4図 定 量RT-PCR法 に よ る骨 髄 間質 細 胞 株,KM101細

 胞(A)と 肝 細 胞 腫 細 胞 株,HepG2細 胞(B)に お け る

 TPO mRNAレ ベ ル の 発 現 解 析. KM101細 胞(A)と

 HepG2細 胞(B)は0.5%ウ シ血 清 ア ル ブ ミン を 含 むa

 MEMに て8時 間 培 養 後,10-6M ATRAを 添 加,ま た は

 非 添 加 し,2,4,8時 間 培 養 した.培 養 後,定 量RT-PCR

 法(Taqman PCR法)に よ り, TPOmRNA発 現 レベ ル

 を解 析 し た.な お,コ ン トロ ー ル と してﾟ一actin mRNA

 を同 様 に測 定 し,TPO mRNA測 定 値 を補 正 した.
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間 刺 激 後 に約3倍 増 加 した(第4図(A)).す な わ ち,

ATRAに よ り 骨 髄 間 質 細 胞 株KM101細 胞 に お け る

TPO遺 伝 子 発 現 がmRNAレ ベ ル で 増 強 さ れ て い る こ

とが確 認 さ れ た.

5.合 成RARa蛋 白 とTPO遺 伝 子 プ ロモ ー タ ー領 域 上

の 潜在 的RARE配 列 との 結 合

 す で に 報 告 され た よ うにRARﾟ29)やRARα 遺 伝 子30)

に代 表 さ れ る レチ ノ イ ン酸 応 答 遺 伝 子 は,そ の 遺 伝 子 の

5'側 プ ロモ ー タ ー領 域 にRARs, RXRsな ど の レチ ノ イ

ン酸受 容 体 が結 合 す るRAREが 存 在 し, ATRA刺 激 に

よ り,応 答 遺 伝 子 の発 現 増 強 を 認 め る。 そ こで,TPO

遺 伝 子 の5'側 プ ロモ ー タ ー領 域 を デ ー タ ー ベ ー ス サ ー

チ上,検 索(MOTIF program,京 都 大 学 化 学 研 究 所 バ

イオ イ ンフ ォ マ テ ィク スセ ンタ ー)し た と ころ,RARﾟ

の5'側 プ ロ モ ー タ ー領 域 に存 在 す るﾟRAREと2塩 基

相 違 す る(英 小 文 字)潜 在 的RARE(以 下, TPO-

RARE:5'-GGaTCA AGGTC AGGcCA-3')を 見 い 出

し た.こ のTPO-RAREは 最 も高 頻 度 に 存 在 す る

RARE(DR5)配 列 とは3塩 基 相 違 した(第5図),そ

こで ウサ ギ網 状赤 血球 を利 用 したin vitro合 成 法 で 野 生

型RARα を 合 成 し,ウ エ ス タ ンブ ロ ッ ト法 に て 蛋 白 の

分 子 量 を 確 認 後,放 射 性 同 位 元 素 で ラベ ル した2本 鎖

TPO-RAREプ ロ ー ブ との 結 合 をEMSA法 に て解 析 し

RARE protein

200x cold TPO-RARE

200x cold mutant TPO-RARE

⇒

1  2  3  4
-  十  十  十

一  一  十  一

一  一  一  十

第6図 合 成RARa蛋 白 とTPO-RAREプ ロ ー ブ と の 結

 合.RARa蛋 白 は ウサ ギ 網 赤 血 球in vitro合 成 法 に よ り

 作 成 し,合 成RARa蛋 白 と 〔γ一32P]に よ り放 射 線 標 識 さ

 れ たTPO-RAREプ ロ ー ブ と の複 合 体 を検 出 した(レ ー

 ン2,矢 印).200倍 の放 射 線 非 標 識TPO-RAREを 添 付

 す る と,競 合 し,蛋 白 複 合 体 が 消 失 した(レ ー ン3).

 200倍 の放 射 線 非 標 識 変 異 型TPO-RAREを 添 付 す る と

 競 合 せ ず,蛋 白 複合 体 が検 出 さ れ た(レ ー ン4,矢 印),

A.TPO-RARE in the promoter region of 7 F'O gene一
              レ土二≧

一1310bp:5'-flanking region of TPO gene+100bp

              t            transcription initiation site

B.RARE sequences

RARE(DRS) (A/G)G(G/T)TCA NNNNN (A/G)G(Gff)TCA

TPO-RARE       GGaTCA   AGGTC   AGGcCA
mutant TPO-RARE  GacctA  AGGTC  AacctA
ﾟRARE        GGTTCA   CCGAA   AGGTCA

た(第6図).放 射 線 標 識 したTPO-RAREプ ロー ブ と

野 生 型RARα 蛋 白 複 合 体 の 存 在 が 確 認 さ れ(第6図,

レー ン2.矢 印),200倍 量 の非 放 射 線 標 識TPO-RARE

プ ロー ブ添加 に よ る競 合 の結 果 プ ロー ブ蛋 白複 合 体 が 消

失 し(第6図,レ ー ン3),200倍 の非 放 射 線 標 識mu-

tant TPO-RAREプ ロ ー ブ (mutant TPO-RARE)添

加 で は競 合 され ず,プ ロ ー ブ蛋 白 複合 体 が変 化 しな か っ

た(第6図,レ ー ン4),こ れ らの結 果 よ り,in vitroに

お い て野 生 型RARα 蛋 白 は特 異 的 にTPO-RAREと 結

合 す る こ と が示 唆 さ れ た.

第5図 TPO遺 伝 子5'側 プ ロ モー タ ー領 域 に存 在 す る レチ

 ノ イ ン酸 応 答 領 域(RARE).(A)pLUCI318プ ラ ス ミ

 ドはTPO遺 伝 子5'側 プ ロ モ ー ター 領 域 一1318塩 基 か ら

 転 写 開 始 領 域+100塩 基 を 含 み,TPO-RARE配 列 は

 TPO遺 伝 子5'側 プ ロモ ー タ ー領 域 の 一877か ら一861に

 位 置 す る.(B)代 表 的 なRARE(DR5), TPO-RARE,

 変 異 型TPO-RARE(mutant TPO-RARE),βRAREの

 塩 基 配 列.βRAREは 代 表 的 なRARE(DR5)の 一 っ で,

 RARα 遺 伝 子 の5'側 プ ロモ ー ター領 域 に存 在 す る. TPO-

 RAREの 塩 基 配 列 にお いて,英 小 文 字 は 代 表 的 なRARE

 (DR5)と 相 違 す る塩 基 を示 す,

6.KM101細 胞 蛋 白 抽 出物 とTPO-RAREの 結 合,及

びATRAに よ る結 合 変 化

 TPO-RAREと ヒ ト骨 髄 間 質 細 胞 蛋 白 と の結 合 を 確 認

す るた め,KM101細 胞 の 蛋 白抽 出物 を使 用 してEMSA

法 を施 行 した(第7図).放 射 線 標 識 したTPO-RARE

プ ロ ー ブ と,KM101細 胞 の蛋 白抽 出 物 との 複 合 体 を確

認 した(第7図,レ ー ン2,6.矢 印).200倍 の 非 放 射

線 標 識TPO-RAREプ ロー ブを添 加 す る と競 合 に よ りプ

ロー ブ蛋 白複 合 体 が消 失 し(第7図,レ ー ン4,5),200
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第8図 ATRAに よ るTPO遺 伝 子 転 写 活 性 増 強.レ ポ ー

 タ ー ベ ク タ ー で あ るpLUC vector, pLUC-TPO-RARE,

 pLUC・mutant-TPO-RAREを コ ン トロー ル ベ ク タ ーで あ

 るhpRL-TK vectorと 共 にKMlOl細 胞 に 遺 伝子 導入 し,

 10-6M ATRAを48時 間刺 激 した.そ の後,ル シフ ェ ラー

 ゼ レポ ー ター解 析 法 に て,ル シ フ ェ ラ ー ゼ活 性 を測 定 し,

 コ ン トロ ー ル と してATRA非 刺 激 時 の値 で補 正 後,ル シ

 フ ェ ラ ー ゼ活 性 の相 対 値 を グ ラ フ に示 した.

第7図 KM101細 胞 蛋 白 抽 出物 とTPO-RAREプ ロー ブ

 複 合 体 との 結 合.KMIO1細 胞 蛋 白 抽 出 物 と放 射 線 標 識 さ

 れ たTPO-RAREプ ロ ー ブ と の 蛋 白 プ ロ ー ブ複 合 体 を

 EMSA法 に よ り検 出 した(レ ー ン2,矢 印).200倍 の

 放 射 線 非 標 識TPO-RAREを 添 付 す る と,競 合 し,蛋 白

 複 合 体 が 消 失 した(レ ー ン4)が,200倍 の 放 射 線 非 標

 識 変 異 型TPO-RAREを 添 付 す る と,競 合 せ ず,蛋 白複

 合 体 が 検 出 さ れ た(レ ー ン6).10-6M ATRA刺 激 で は,

 蛋 白複 合体 が 消 失 した(レ ー ン3)。10-6M ATRA存 在

 下 で の200倍 の 放 射 線 非 標 識TPO-RARE添 付(レ ー ン

 5),200倍 の 放射 性 非 標 識 変 異型TPO-RARE添 付(レ ー

 ン7)を 図 中 に 示 す.

倍 の非 放射 線標 識mutant TPO-RAREプ ロー ブ添 加 で

は競合 され ず,プ ロー ブ蛋 白複 合 体 に変 化 を認 め な か っ

た(第7図,レ ー ン6),興 味 深 い こ と に,10-6M

ATRA刺 激48時 間 培 養 後 のKM101細 胞 蛋 白 抽 出物

で は放 射 線 標 識 したTPO-RAREプ ロー ブ と,蛋 白 抽 出

物 の複 合 体 が消 失 した(第7図,レ ー ン3,5,7).こ れ

らの結 果 に よ りTPO-RAREはKM101細 胞 蛋 白抽 出 物

と結 合 し,ATRA刺 激 に よ り そ の 結 合 に変 化 が 生 じ る

ことが 明 らか に され た.

7.ATRA刺 激 に よ るTPO-RAREを 介 したTPO遺 伝

子 転 写 活 性 化 機 構

 ATRA刺 激 に よ るTPO-RAREを 介 したTPO遺 伝 子

転 写 活 性 化 を 評 価 す るた め,TPO-RAREを 含 むTPO

遺伝 子 プ ロモ ー ター領 域(-1318か ら+100塩 基 まで)

に ル シ フ ェ ラー ゼ発 現 遺 伝 子 を結 合 させ た プ ラス ミ ドで

あ るpLUC-TPO-RAREと, TPO-RARE部 位 を 変 異 型

に 改 変 したpLUC-mutant-TPO-RAREを 作 製 した(第

5図).遺 伝 子 導 入 効 率 の補 正 を行 な う た め,上 記 プ ラ

ス ミ ドとhpRL-TKベ ク タ ーを 同 時 にKM101細 胞 に 遺

伝 子 導 入 後,10-6M ATRAに よ り48時 間 刺 激 し,ル

シ フ ェ ラ ー ゼ相 対 活 性 を 解 析 した.pLUC-TPO-RARE

を遺 伝 子 導 入 した細 胞 で は,ATRA刺 激 に よ り,約2.2

倍 の ル シフ ェ ラ ー ゼ活 性 上 昇 を 認 め た(第8図).一 方,

pLUC-mutant-TPO-RAREの 遺 伝 子 導 入 し た細 胞 で は

約1.2倍 の 活 性 上 昇 に 留 ま った(第8図).こ れ らの 結

果 に よ り骨 髄 間 質 細 胞 に お い てATRAがTPO-RARE

を 介 しTPO遺 伝 子 の転 写 活 性 を直 接 上 昇 させ る こ とが

示 唆 され た.

考 察

 TPOは 巨核 球 産 生,血 小 板 産 生 の主 要 な サ イ トカ イ

ン とさ れ10～15),血 清TPOレ ベ ル は 血 小 板 ま た は骨 髄 中

の 巨 核 球 の 特 異 的 受 容 体 で あ るc-Mplと の 結 合 に よ り

主 に調 整 さ れ て い る17,18).骨 髄 移 植 後 症 例3D,血 小 板 減

少 症 例32),再 生 不 良 貧 血 症 例33)に・お い て 骨 髄 間 質 細 胞 で

のTPO発 現 が 増 強 す る こ とが 知 られ て お り,血 小 板 数

が 骨 髄 に お け るTPO発 現 レベ ル を 直接 調 節 して い る と

考 え られ て い るが,そ の機 序 は不 明 で あ った,

 最 近,ATRAに よ るAPLの 分 化 誘 導 療 法 中 に 一 過
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性に血小板増多を認めたAPL症 例が報告されたが7,8),

それ ら症例における血小板増多機構やTPOの 関与につ

いては言及されておらずその機序は不明である.し たがっ

て,本 研究においてはATRAに よる新たなTPO産 生

調節機i構の存在を明 らかにするために,ま ず,ATRA

によるAPLの 分化誘導療法を施行 した臨床例 における

血小板数等の末梢血の変動を検討 し,さ らに,ELISA

法を用いて,主 として血小板産生調節に係わるTPOを

始めとした各種サイ トカインの血清濃度を測定 した9).

ATRA治 療の初期の10か ら20日 後に血清TPO濃 度

の上昇が血小板数増加に先行 して認あ られ,20日 以降

の血小板数の急上昇に伴い,TPO濃 度が低下 した.増

加 した血小板について,APL症 例で, PML/RARα 染

色体が消失す るのがATRA投 与後平均31.2日 目,

PCR法 でPML/RARα が消失するのがATRA投 与後

平均47.6日 目であり,正 常クローン由来の血小板が発

現するのはそれら以降と考えられる34).また,興 味深い

ことに,同 時に血清EPO濃 度の上昇,網 状赤血球数増

加は,血 清TPO濃 度や血小板数の変動に類似 した時間

的挙動を呈 した.EPOはTPOと 細胞内におけるシグナ

ル伝達がクロスすることが知 られ,巨 核球前駆細胞の増

殖,分 化を促進させることが報告されている35).また,

EPOとTPOが 構造上類似 していること36), ATRAに

よりEPO遺 伝子の転写活性増強を認めたことより37),

ATRAに よりEPO発 現増強が生 じ,血 小板増加に一部

関与 している可能性も考えられた.

 ヒトにおけるTPOの 発現は肝臓,腎 臓にて恒常的で

あるが,血 小板数減少時に骨髄間質細胞で高発現するこ

とが報告されている's,zo),同時に本研究において, APL

患者でATRA治 療経過中に血小板数の増加に伴い血清

TPO濃 度の増加を認めたことより, ATRAが 直接骨髄

間質細胞に作用 し,TPOの 発現増強を介 して血小板数

増加をきたすと仮説を立て検証を行なった。 ヒト骨髄間

質細胞株KM101細 胞 とヒト肝細胞癌細胞株HepG2細

胞を用い,定 量RT・PCR法 によ りATRA投 与前後で

のTPO mRNA発 現を比較 したところ,骨 髄間質細胞

株でATRAに よるTPO発 現上昇が認あ られた.本 研

究ではKM 101細 胞, HepG2細 胞を用いたが,そ れ以

外の正常 ヒト骨髄細胞,正 常ヒ ト肝細胞にっいても更に

詳細な検討を加えるべ きと考えられ る.ま た,ATRA

によるTPOの 発現増強機構をより明確 にす るため,

TPO遺 伝子の5'側 プロモーター領域をデータベースに

より検索 したところ,5塩 基を挟む直列6塩 基配列,

(A/G)G(G/T)TCA)か ら構成されるRARE(DR5)と

3塩 基異なり,か っ,...`遺 伝子の5'プ ロモーター領

域 に存 在 す るRARE(ﾟRARE)と2塩 基 の 差 異 を もっ

RARE(TPO-RARE:5'-GGaTCA AGGTC AGGcCA-

3')を 見 い 出 した2'・29).近 年,RA-binding protein II

遺 伝 子 や,ets-1遺 伝 子 の5'側 プ ロ モ ー タ ー 領 域 に

RAREと 数 塩 基 変 異 を 認 め る レチ ノ ン酸 応 答 領 域 を 介

したATRAに よ る 転 写 活 性 増 強 が 報 告 さ れ て い る

が38,39),我 々 もATRAレ セ プ タ ー で あ るRARα 蛋 白 が

特 異 的 にTPO-RAREに 結 合 す る こ と をEMSA法 に よ

り確 認 した.さ らに,骨 髄 間 質 細 胞 株KM101細 胞 の蛋

白抽 出 物 とTPO-RAREが 特 異 的 に 結 合 し, ATRAに

よ り プ ロ ー ブ蛋 白 複 合 体 の 結 合 変 化 が 生 ず る こ と を

EMSA法 に よ り確 認 した.こ れ らの結 果 か ら,骨 髄 間

質 細 胞 に お い て,ATRAに よ りTPO-RAREに 結 合 す

る細胞 抽 出物 由来 蛋 白複 合 体 の変 化 が 明 らか に な った.

一 方
,ATRAはRAREに 結 合 す る レセ プ タ ー(RARs,

RXRs)に 定 常 状 態 で結 合 して い る転 写 抑 制 因 子 群(コ

リプ レ ッサ ー)を 遊 離 させ,転 写 活 性 因 子 群(コ ア クチ

ベ ー タ ー)を 結 合 させ る こ とでATRA応 答 遺 伝 子 の 転

写 活 性 を上 昇 さ せ る と報 告 さ れ て い る23).EMSA法 に

て,ATRA刺 激 に よ り βRAREプ ロ ー ブ とATRA耐

性APL細 胞 株 蛋 白抽 出 物 との 結 合 が 変 化 せ ず, ATRA

感 受 性APL細 胞 株 にお い て細 胞 蛋 白 プ ロ ー ブ複 合 体 の

結 合 変 化 が 生 じ,RARα 遺 伝 子 発 現 が 増 強 され た との

報 告 と同様 に40),本 研 究 にお いて も,ATRAに よ って,

転 写 因 子 群 を含 め た プ ロー ブ蛋 白複 合 体 の 結 合 変 化 が 生

じて,TPO-RAREを 介 す るTPO遺 伝 子 発 現 調 節 機 構

が 存 在 す る と予 想 さ れ るが,こ の点 に関 して は今 後 詳 細

な検 討 を要 す る と考 え る.

 最 後 に,骨 髄 問 質 細 胞 に お い て,TPO遺 伝 子 の プ ロ

モ ー ター領 域 に存在 す るTPO-RAREの 機 能 にっ き検 討

・した.TPO-RAREを 含 む5'側 プ ロ モ ー ター領 域 配 列 と

ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー

pLUC-TPO-RAREを,骨 髄 間 質 細 胞 株KM101細 胞 へ

遺 伝 子 導 入 し,ATRA刺 激 の有 無 で ル シ フ ェ ラー ゼ 活

性 を 測 定 す る こ とで,骨 髄 間 質 細 胞 で のATRAに よ る

TPO-RARE配 列 を 介 す るTPO遺 伝 子 転 写 活 性 を検 討

した.pLUC-TPO-RAREを 導 入 したKM101細 胞 にお

い てATRA刺 激 後,約2.2倍 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 上

昇 を認 め た.一 方,TPO-RARE配 列 を 変 異 させ たmu-

tant TPO-RAREを 含 むpLUC-mutant-TPO-RAREを

導 入 した 細 胞 で はル シ フ ェ ラ ー ゼ活 性 の上 昇 が 約1.2倍

に 留 ま っ た.こ れ らの 結 果 か らTPO・RAREを 介 した

TPO遺 伝 子 の 発 現 が 増 強 さ れ る機 構 の存 在 が 証 明 され

た.

 本 研 究 はATRAに よ る 分 化 誘 導 療 法 を 施 行 し た
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APL症 例 において,血 小板数増加 と血清TPO濃 度上

昇が相関関係を有する事を初めて明らかにした.さ らに,

骨髄間質細胞 において,TPOの5'側 プロモーター領域

に存在するRAREを 見出すとともに, ATRAに よる直

接的なTPO遺 伝子の発現増強機序を立証 した.

総 括

 ATRAに よる分化誘導療法中のAPL症 例における

血小板増多 と,血 清サイ トカイン濃度,特 に血清TPO

濃度との関係をELISA法 により検討 した.更 に正常骨

髄間質細胞株を用いてATRAに よる直接的なTPO遺

伝子の転写活性の調節機構について検討 した.

 1.ATRAに よる分化誘導療法中のAPL症 例の血小

板増多につき,各 種血清サイ トカイン濃度を測定 し,血

小板数増加症例ではATRAの 投与後に血清TPOが 上

昇することを明 らかにした.

 2.骨 髄間質細胞株においてATRA刺 激によるTPO

のmRNAレ ベルでの発現上昇を明 らかにした.ま た,

肝細胞株ではATRA刺 激 によるTPO発 現の変化 は認

め られなかった.

 3.TPO遺 伝子の5'側 プロモーター領域 にRARα が

特異的に結合するレチノイン酸応答領域であるTPO-

RAREを 新たに見い出し,骨 髄間質細胞株抽出蛋白と

TPO-RAREと の結合がATRAに より変化することを

明 らかにした.

 4.骨 髄問質細胞株において レポーターアッセイ法に

よ り,TPO-RAREを 介 したATRAに よ る直i接的な

TPO遺 伝子の転写活性増強を明 らかにした.

 以上の実験結果より,臨 床的に認め られたATRAに

よる分化誘導療法におけるAPL症 例の血小板増多は,

骨髄間質細胞においてATRAに よる直接的なTPO遺

伝子の転写活性の増強,発 現増強により,血 清TPO濃

度が上昇 し,血 小板増多を来 した可能性が示唆された.

本研究 は,血 小板増多及 び,TPO発 現調節機構におい

てATRAが 重要な役割を担 う事を示唆するとともに,

巨核球,血 小板造血機能に新たな知見を付け加えるもの

と考え られた.

 稿を終えるに当たり,本 研究の機会を与えて頂き,ま た,

御指導,御 高閲を賜りました慶鷹義塾大学医学部内科学教

室,池 田康夫教授に深甚なる謝意を表 します.ま た,本 研

究を直接御指導賜りました慶鷹義塾大学医学部内科学教室,

木崎昌弘講師,宮 川義隆博士,東 京電力病院内科,内 田秀

夫先生に深謝 します.ま た,検 体提供,保 存や,本 研究遂

行にあたり,御 協力いただきました慶磨義塾大学医学部内

科血液研究室の諸兄に心より感謝いたします.

 本研究の一部は,第42回 米国血液学会,第43回 米国血

液学会,第42回 日本臨床血液学会,第30会 国際実験血液

学会にて発表 した.
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