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概要　Thrombopoietin（TPO ）は ， 血小板減少時 に 血中で 増加し巨核球 の 増殖及 び 成熟を促進し 血小板を

回復さ せ る直接 的造血因子 と考え られ て い る．近 い 将来癌化学療法 の 血小板減少症に対 し TPO 併用に よ

る安全 で 強力な化学療法確立 の ため ， ラ ッ ト及び マ ウ ス を用 い て in・Vitro
，
　 in　vivo に検討 し 以 下 の 結果 を

得た．

　1．in　vitro に お い て ，
マ ウ ス骨髄細胞へ の TPO の 添加 は巨核球系細胞 の 増殖 ， 成熟を濃度及 び時間依存

性に促進 した．また ， 他 の サ イ トカイ ン 添加 と比 べ 骨髄巨核球の 増殖を有意に促進 した （p＜ 0．01）．

　2．in　Vivoに お い て carboplatin （CBDCA ）に よる骨髄抑制 マ ウ ス を作成 し，
　 TPO 投与に よる比較検討を

行っ た，TPO 投与に よりマ ウ ス 血小板数は減少する こ とな く nadir の 底上げ効果が認め られた．

　3．化学療法に より引 き起こ され る汎血球減少症 を阻止 ， 抑制で きる可能性があるか paclitaxel＋ CBDCA

を用 い 骨髄抑制ラ ッ トを作成 し ， Granulocyte　Colony　Stimulating　Factor （G −CSF ）＋TPO を投与する こ と

に より血小板減少抑制効果 を認めた．また，顆粒 球減少に対 して も相乗的効果を認め た．

　TPO の 登場に よ り化学療法の 副作用 で あ る汎血球減少症が G −CSF ＋ TPO な ど の 併用 に よ り克服 さ れ る

可能性が示唆 された．

Abstrac敦　Objective：Thrombopoietin （TPO ）is　recogniZed 　as 　a　hemopoietic 　factOr　that　functions　specifi −

cally 　in　the　megakalyocyte −platelet　system ，　To 　establish 　a　safe 　and 　intensive　anticancer 　chemotherapy 　by

comb 血 ed 　treatment 　with 　TPO ，　the　effects 　 of 　TPO 　in　inhibiting　thrombocytopenia 　were 　exam 血 ed 　in　vitro

and 　i皿 vivO ．

　Methods ： 1）In　the 　i皿 vitm 　study ，　mouse 　bone 　marrow 　cells 　were 　collected 　and 　the　effects 　of 　the　addition

of 　TPO 　or 　o 血 er 啝   es 　were 　comp 礎 ed ．2）in　the 　in　Vivo　study
，
　bone 　marrow 　suppressed 　mice 　and 　rats

were 　produced 　by 　adm 血isterig　chemotherapeutic 　agentS ，　and 　the　effectS 　of 　TPO 　administration 　in　inhibit−

ing　thrombocytopenia 　were 　exa 皿 ined　and 　compared 　with 　controls ．

　Results：1）In　the 血 vitro　study ，
　the　addltion 　of　TPO 　enha ハced 　the　prohferation　a皿d　maturation 　of

megakaryocytes 　in　a 　dose 　and 　time　dependent … The 　addition 　of 　TPO 　induced 　significantly 　higher

proliferation　of 　megakaryocytes 　compared 　to　other 　cytokines （p＜ 0．Ol）．2）ln　the　i湘 vo 　study ，　the　adm 血 一

stration 　of 　TPO 　to　chemo 廿匸e 皿 py一血 duced 　bone 　rnarrow 　suppressed 　mice 　and 　ratS 　resulted 　in　no 　thromb 〔ト

cytopenia
，
　showtng 　an 　increase　in　platelets　in　the　nadir ．

　 Condusion ：Our 伽 di皿 gs　suggested 　that　pancytopenia ，　a 　common 　adverse 　effect 　ef 　chemotherapy
，
　may

be　overcome 　by　cGmb   ed 　treatment　with 　TPO 　and 　G−CSF ．
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　　　　　　　　　緒　　言

　1994年血小板増加 因子 Thrombopoietin （TPO ）

が発 見されその 遺伝子 も同定さ れ た
゜
一一5）

．TPO は

巨核球
一血 小板系に 特異的に作用 す る造血因子と

考え られて お り，巨核球系前駆細胞か らの 増殖 ・

成熟の 促進 ， 巨核球系細胞の 分裂時間の 短縮，巨

核球か らの 血小板 の 放出促進の 作用 をもつ と い わ

れて い る．

　癌化学療法の 多様な副作用の なかで最 も重要 な

課題 と して 残 され て い る の は骨髄抑制の 対策で あ
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Fig．　l　Mouse 　bone 　maiTow 〔culture 　a皿d　AChE 　staining 　after 　TPO 　administration ，

　 a ）　In　a　day　6　culture ，　the　number 　a皿 d　siZe 　of 　megakaryocytes 　had　increased．

　b）AChE 　st鋤ned 　megaka 壇 ocytes 　are 　shown ，

Fig．2　Transmission　electron 　Inicrograph 　of 　mouse 　bone　rnarrow 　cells 　after 　TPO 　addi
−

　 tion，

　Megakaryocyte　with 　a 　smooth 　surface 　and 　cells 　with 　a　rough 　surface 　due　t．o 　pseudo−

　podia　fbn皿 ation 　are　observed ．
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る．顆粒球減少症 に対 して の Granulocyte　Colony

S雌mul 跏   Factor（G−CSF）， 赤血球減少症 に 対し

て の Erythropoietin（EPO ），の 登場によ り克服 さ

齊藤他 1353

れた感 はあるが血小板減少症 に関 しては ， 血小板

輸血 しか な い の が現状で ある．婦人科悪性腫瘍に

対 し TPO 併用 に よる安全で 強力 な化学療法確立
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Fig、3　Prohferation　and 　fbm 亘a口on 　cap 岔b丗ty　of 　megakaryocytes 　after　addition 　of

　 TPO ．

　Dose　and 　time　dependent　i皿 crease 　are 　observed 　after 　addition 　of 　TPO ，　All　data　are

　presented 　as　the　mean 韭 SD，　p ＜ 0．01　vs 　TPO　1μg／ml ，　n
＝15、
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Fig．4　Effect　of 　addidon 　of 　various 　cyto   es 　on 　the 　number 　of　colonies 　of 　mega
−

　 karyocytes．

　On 　day　6，
　the　number 　of 　AChE 　stained 　megak 舘 yocte 　colonies 　is　sign 匝cantly 　in−

　creased 　by　the　addition 　of 　TPO 　compared 　With　other 　cytokines ，　All　data　are 　pre−

　sented 　as 　the　mean ± SD，　p＜ O．el　vs　Control　and 　other 　cytokines ，　n＝25．
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の た め TPO を用 い 巨核球
一血小板の 増 殖 ・成熟

作用 の 臨床的応用 の 可能性の 予備実験 として次の

事項に つ き検討 を行 っ た，

　 1．TPO が in　vitro で 巨核球 の 増 殖 ・成 熟能 を

促進す るか ， またそ の 機能を他の サイ トカ イ ン と

比較検討する．

　2．TPO が in　vivo で 血 ノJ・ 板 の 増加 を ど の よ う

に促進するか確認する．

　3．TPO が化 学療法剤に よ り引 き起 こ される血

小板減少症 を阻止 ・抑制で きる可能性があるか確

認する．

日産婦 誌 52巻 9 号

　　　　　　　　　方　　法

　 1．TPO 添加実験

　 6〜8週齢 の Balb／c マ ウ ス よ り骨髄細 胞 を採取

し， RPMI 　1640 ＋ 10％ FCS の 培 養液 中 に TPO を

添加 して
， 37℃5％ CO 、の条件下 で培養 し倒立 顕

微鏡下 で巨核球の 成熟 ・増加 を観察 した．巨核球

系細胞は ， ア セチ ル コ リ ン エ ス テ ラ
ーゼ （AChE ）

で特異 的に染色される こ とよ り発育 した巨大細胞

を AChE 染色 を行 っ た．また，発育 した巨核球を

走査電子顕微鏡にて観察を行 っ た．

　TPO を1， 5， 10μg／ml の 濃度で添加 し， 経時的
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Fig，5　a ）Changes 血 platelet　count 血 CBDCA 尸induced　bone　ma 皿 ew 　suppressed 　mice．

　b）EffectS　of 　various 　methodS 　a皿d　doses　of 　TPO　on 　platelet　count ．

　All　data　are　presented　as　the　mean 士 SD，　n＝25，
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に巨核球数 を算定 した．巨核球数の 算定は Shan −

don社 の Cytospin　3集細胞遠心装置 を使用 した．

　2．TPO と他の サイ トカイ ン と の 比 較

　マ ウス骨髄細胞培養 中に各サイ トカイ ンを添加

し （TPO 　1μg／ml ，　EPO 　lIU／ml ，　 IL−640ng／ml ，

G −CSF　O．25μ　g／m1 ）
6）

　
一一s｝

　6日間培養 後 AChE 染色 を

行 い 3 個以 上 の AChE 陽性 細胞 よ りなる 巨核球

コ ロ ニ ー数を算定し TPO との 比較検討 を行 っ た．

　3．抗癌剤投与 による in　vivo の 実験

　a ）carboplatin （CBDCA ）投与

　6〜8週齢の Balb／c マ ウ ス腹腔内に 70， 90， 120

mg ／kg の CBDCA を投 与 day　Oと して骨髄 抑制 マ

ウ ス を作成し ， 経時的に血小板数を計測 した．TPO

の 投 与法 ・投与量 を決め る ため TPO 　10μg／body

1回投与 と5μg／body 　5日間連 日投与群に分け経時

的 に血小板数を計測した．血小板数の 計測は ，
マ

ウ ス 内眼角の 静脈層か らヘ パ リ ン コ ー トした毛細

管で 1 回 100μ1ずつ 採血 した．

　b）paclitaxel ＋ CBDCA 投与

　現在施行 して い る化学療法 に類似 させ るため

paclitaxel　20mg ／kggl＋ CBDCA 　90mg ／kg ，
　 pacli−

taxel　10mg ／kg ＋ CBDCA 　70mg ／kg 腹腔内投与の 2

種類 の 骨髄抑 制 ラ ッ トを作 成 し （day　Oに paclF

taxel，　 day　lに CBDCA 腹 腔 内投 与 ）day　2 よ り

（｝−CSF （2μg／kg）5 日間と G −CSF ＋ TPO （2μ91kg）
5日間皮下注投与群を作成 しそ の 効果の比 較検討

を行 っ た．

　paclitaxel　10mg ／kg ＋ CBDCA 　70m｛；
／kgの 骨 髄

抑制ラ ッ トに おける 血小板数， 顆粒球数の 経時的

変化を検討した（paclitaxelの投 与量 は添加物と し

て の ポ リオ キ シエ チ レ ン ヒ マ シ油の ため腹腔内投

与で は副作 用 として の 下痢 を認 め た た め 10mg ／

kg ， 20mg ／kg とした）．

　生存率 曲線は Kapla皿 一Meier 法を用 い
， 有意差検

定に は Log−rank 法を用 い た．

　実験成績 の 統計学的検討は ， Student−t検定 で

行 っ た．また これ らの マ ウ ス 及び ラ ッ トを用い た

本実験は東京医科大学動物実験施設の 承認の もと

に行 われた．

　　　 　　　　　 結　　果

　 1．倒立 顕微鏡下に お ける液体培地培養像で は

TPO 添加 3 日目よ り他の 単核 球 と比 べ 有 意に 大

きな巨核球系細胞が そ の 数及び大 きさは増加 し形

態的に 成熟す る巨核球増幅因子活性 （Megakaryo −

cyte 　potentiator；Meg −POT ）をもつ と考 えられ る．

AChE 染色で はオ レ ン ジ色 に染ま っ た巨核球が認
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FYg．6　 1nhibition　of　thrombocyt （〕penia　by　TPO 　administration 　to　bone　marrow 　sup ・

　pressed　mice ．

　In　the　TPO 　group，
　the　platelet　count 　was 　preserved　even 　at　the　nadir ，　shoWing 　an 　in−

　cTease 　in　plateletS　in　the　nadir ，　All　data　are 　presented　as　the 皿 ean 土 SD，　n；20．
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め られ た （Fig」 ）．走査電子顕微鏡 （TEM ）で観察

する と， 培養 5 日目頃よ り表面平滑な巨核球 を認

め ， 巨核球 よ りの 血 小板 放 出 と思 わ れ る 偽 足

（pseudopodia）の 形成に よる 凹凸細胞が観察され

た （Fig．　2）．

　TPO の 1
，
5

，
10μg／m1 の 添加 で は 巨核球数が

日産婦誌52巻 9 号

用量依存性に また培養時 間に比 例 して 増加 を認め

た．こ の こ とよ り巨核球 コ ロ ニ ーの 形成 を惹起す

る 巨核球刺激 因子 活性 （Megakalyocyte　colony

s血 nulating 　facter；Meg −CSF ）を もつ と考 え られ

る （Fig．3），

　2．各サイ トカ イ ン添加 に よ る 巨核球 コ ロ ニ ー

　 　 　 Survival　curve
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Flg．7　SurVivat　culves 　of 　ratg 　With　bone　marTow 　suppression 　i皿 duced　by　paclitaxel
　 and 　CBDCA 　adm 血 btraUon．

　a ）In　mts 　given　paclitaxel　20mg ／kg　and 　CBDCA 　90mg 〆kg ，　a　significant　difference　in

　mortality 　was 　observed 　between　the　non 　suppo 【t　group　and 　the　G−CSF ＋ TPO 　group，
　P＜ 0．Ol　vs 　non 　supPort 　group，　n≡15．

　b）In　TatS 　given　paclitaxel　10mg／kg　and 　CBDCA 　70mg ／kg，　no 　significant 　djfference

　 was 　observed ，　n＝15．

a
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数で は TPO は，　EPO ，
　 IL−6，

　 G −CSF などの 他の サ

イ トカ イ ン に 比 べ 有 意 に 増 加 して お り単独 で

Meg −CSF 活性を示す と考え られる （F培 4）．

　3．マ ウ ス の 血 小 板 数 の nadir は day　9で

CBDCA 　90mg ／kg 投与群が安定した骨髄抑制効果

が 得られた．TPO の 投与法 で は，1回投与にお い て

血 ノ1・板数は day　3に 1．5倍程 度増加 し， 連 日投与で

は day　7に 2 倍の 増加を認 めた （Fig．5）。

　以 上 よ りCBDCA 　90mg ／kg ＋ TPO 　5μg／body連

日投与群に おい て 血 小板減少阻止 ・抑制効果 の 比

較検討を行 っ た，CBDCA 　90mg ／kg 投与群の 骨髄

抑制 マ ウ ス で は nadir は day　9で ， 血小板数最低値

が 約25％減少 して い た が TPO 　5μg／body 連 日投

与群 で は nadir にお い て も血小板数 は保 た れてお

り減少は認 め られ なか っ た．両者では統計的に有

意差は認 め られなか っ たが ， 明 らか な nadir の 底

羣
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Fig．8　Cha皿 ges　i皿 platdet　count 　and 　granulocyte　count 　in　rats 　with 　bone　ma 皿 ow 　sup −

　pression　induced　by　the　administration 　of 　paclitaxel　lOmg／kg　and 　CBDGA 　70mg ／kg．

　a ）At　the　na　lir　of　the　platelet　count ，
　an 　increase　in　the　level　 was 　 observed 　in　the

　G−CSF ＋ TPO 　group　on 　day　l　1，　p〈0．Olvs　other 　group，　n ＝30．

　b＞At　the　nadir 　of 　the　granulocyte　count ，　an 　increase　in　the　granulocyte　count 　was

　 obselved 　in　the 　G−CSF →・TPO 　group　on 　day　7
，
　showing 　a 　synerg 臨tic　effect ，　n ＝30．　All

　data　are 　presented 　as 出 e　mean ± SD．
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上 げ効果が認め られ た （Fig．6）．

　4．paclitaxel　20mg ／kg ＋ CBDCA 　90mg ／kg ラ ッ

トに お い て non 　support 群 で は ， 生存率は day　5

に0％ ， G−CSF 投 与群 で は day　14に 40％ ，　 G−CSF

＋ TPO 投与 群で は 70％で あ り有意差 が 認 め られ

た，paclitaxel　10mg ／kg ＋ CBDCA 　70mg ／kg ラ ッ ト

にお い て は明 らか な有意差 は認 め られ なか っ た

が ， G−CSF ＋ TPO 投与群 におい て 90％の 生存率 を

認めた （Hg ，7）．

　paclitaxel　10mg ／kg＋ CBDCA 　70mg／kg の 骨 髄

抑 制 ラ ッ ト の 血 小板 数の nadir は day　11で non

support 群 ・（｝CSF 群 にお い て血小板数 は約 21〜

24％減少して い たが ， G −CSF ＋ TPO 投与群に お い

てそ の 数は保たれて お り， 他の 群 との 有意差が認

め られ ， また 明 らか な nadir の 底上 げ効果 も認め

られ た （Fig．8a）．

　顆粒球数の nadir は day　7で，3者にお い て有意

差 は認 め られ なか っ た が，G −CSF ＋ TPO 投 与群に

おい て day　7以降増加 を認め相乗的効果が認 め ら

れた （Ng ．　8b）．

　　　　　　　　 考　　察

　TPO の 概念 は 1960年代〜70年代 に か けて発 表

され それ よ り30年以 上 を経て ， TPO が ク ロ
ー

ニ ン

グされ た
1）
一’li］

．　 in　Vitroにお い て 巨核球系造血 に は

単独 で も巨核 球 コ ロ ニ ーの 形 成 を 成熟 させ る

Meg−CSF と， 単独 で は巨核球 コ ロ ニ ー形成能はな

い もの の Meg −CSF 活性 を促進 させ た り，巨核球の

成熟を促進する Meg−POT の 両者 が作用 する と さ

れ て い る （Fig．9）．Tpo は従来の 間接 的増加 因子

と して の Hh−3，
　 H 、

−11な どの サイ トカ イ ン とは 異

な りMeg −CSF ，
　 Meg −POT 両者の 作用 を有 し巨核

球前駆細胞か ら完全 な巨核球分化 さらに血小板様

粒 子 の 産生 を促す能力が あ る とさ れ て い る
1°）

．

我々 の 実験 で も TPO 添加で 巨核球系細 胞が 大 き

さと数 を増加 し （Fig．　1）偽足形成 （Ng ．2）する の

を観察 したが
， 巨核球数増加は TPO の 用量及び時

間依存性 である （Fig．3）．　 TPO は単独で も EPO ，

IL−6，
　 G −CSF に比べ 極 め て 高 い Meg −CSF 活性 を

もつ こ とを明 らか に した （N9 ．4）．

　in　vivo にお い て マ ウ ス 腹腔内に Tpo を投 与す

る と血小 板数 は 約 4 倍 に 上昇 し，
こ れ は IL−6や

一
一11が 1，5倍程度 しか上昇させ る効果 しか な い こ

と と対照的であ る と Kaushansky 　et　aL に よ っ て報

告
il）
され て以 来数々 の TPO の検討が進ん で い る．

本研 究で は CBDCA 投与 及び paclitaxel＋ CBDCA

併用 で 惹起 した骨髄抑制 マ ウ ス 及 び ラ ッ トは
，

TPO 投与下で 血小板数減少の 抑制 （Fig．6，
8） と

生存率の 改善 （Fig．7）を認め，婦人科癌化学療法

で の TPO の 臨床的応用 の 有効性 を示 した．

　 1995年第37回 米国血液学会で正常骨髄機能 を有

Stem 　 ColOny 　foming 　unit 　megakatyoCyte

cell　　　　　　　 （CFK ・班K）

鬱 　 鰤

働　 囎
轆

megakaryocyte

霧簾攣

platelet

勢 輸

　囎 　蝿 蜘

撃
　 　 　 囎

舮

聾
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hg．9　Actions　of　cytokines 　a皿d　TPO　in　the　differentiation　of 　colony 　forrning　unit　of
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する進行癌患者 （肺癌 ， 腎臓癌 ， 卵巣癌等）13例

で あるが ヒ トに対す る TPO の投与効果が Basser

et　aL に よっ て 初めて報告 されたが
12）

， それに よ る

と TPO は IL−3，
　 IL−6，

　 IL−11などの サイ トカイ ン

とは異な り，
血 中フ ィ ブ リ ノ ー

ゲ ン 濃 度や体温 の

上昇 ， performance 　status や vit副 sign の 変化を伴

わずに血小板数を用量 0．03〜1．Oμg／kg／day で 約 2

〜8 倍に増加 させ る効果が ある こ とが明らかに さ

れた，

　Fanucchi　et 　al．は化学療法後の 肺癌患者 を TPO

投与 ， 非投与群 に分け血小板増加作用 を比較検 討

し， TPO 投 与群 で は有意 な血小板減少抑制及 び回

復促進作用が認め られ た と報告 して い る
13）
．

　Crawford　et　aL は 肺 癌 患 者 の CBDCA ，　 pacli−

taxelに よる化学療法後 に TPO を投 与 し，
血小 板

減少の 軽減 ， 血小板輸血 量の減少 ， プ ロ トコ ール

どお りに化学療法 を施行で きた患者数 の 増加が 認

め られ た と報告して い る
1”）

．

　 また
，
TPO と G −CSF の 併用に よ り化学療法後の

血小板減少 ， 顆粒球数減少 を改善しよ うとい う試

み が Harker　et 　a1．に よ り報告されて い る
15）
．ア カ

ゲザル を用 い た検討で ， 化学療法剤投与後に TPO

7日間単独投与後 G −CSF　14日間併用投与する と血

小板数 も顆粒球数 も減少が 認め られ なか っ た ，

　今後の 問題点として 血小板凝 固能に よる影響や

血栓形成 の 懸念があるが
12）

， TPO 投与下で 産生さ

れた血小板 は
一

般の 血 小板 と同様の 機能を有する

こ とも明らかに され て お り
L］）ls）17｝

， 癌 患 者 に対す

る TPO の 臨床試験 の 結果 で は血小板凝集亢進作

用 は認め られて い な い
18｝
．また ， TPO 投 与後 の 副

作用 として 自覚症状で は紅斑 ， 寝汗 ， 振戦がみ ら

れ たが い ずれ も軽度で あ り，表在性血栓性静脈炎 ，

深部静脈血栓症の 報告もあるが ， 自然 に消退 を認

め
’Z膕

， 重篤な合併症は報告され て い な い ．

　婦人科癌化学療法は，paclitaxel，プ ラ チ ナ製剤

を 中 心 と した combination 　chemotherapy ，
　 high

dose　chemotherapy また末梢血幹細胞輸血を併用

した超大量化学療法 によ り total　cell　ki11を目指す

時代に入 っ て きて い る．こ れ らの 化学療法に よる

副作用 として 汎血球減少症 が 問題 とな っ て い る

が ， 今 日の臨床で は血小板減少症 に 関して は血小

板輸 血 しかな く， 輸血 に よ る肝 炎 ・抗体 産生 ・

GVHD の 発 生が 問題 とな っ て い る．しか し TPO

の 登場で他の サイ トカイン との 併用 によ り癌化学

療法の 骨髄抑制を克服する可能性が よ り現実とな

りつ つ あ り， 副作用 との 戦い で あ っ た癌化学療法

に極め て明る い 希望が もて た と思われる．婦人科

領域 で の TPO の 研究及 び 臨床応用 の 報告は まだ

発表され て い な い が ， 肺癌患者等婦 人科化学療法

と 同様の regimen で の 報 告 は な され て お り
L4＞
今

後 ， 癌化学療法の rescue の regi皿 en の
一

環となれ

ば幸 い で ある．

　なお，本稿の 要項は 第51回 日本産 科婦 人科学会学術 講演

会に て 発表した．
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